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Dynamika ilosciowa AOB w procesie biologicznego
oczyszczania odciekow sktadowiskowych
w warunkach beztlenowych

Skladowanie odpad6éw, nawet na obiektach prawidlowo zaprojektowanych i eksploa-
towanych moze stwarza¢ wiele zagrozen dla Srodowiska. Jednym z najpowazniejszych jest
powstawanie w obr¢bie skladowiska odciekéw, charakteryzujacych si¢ mi¢dzy innymi du-
zymi st¢zeniami azotu amonowego oraz znaczng zawarto$cig trudno rozkladalnych zwiaz-
kow organicznych. Podstawowa metoda unieszkodliwiania odciekow skladowiskowych jest
ich oczyszczanie w reaktorach biologicznych. U podstaw tego procesu lezy biochemiczny
rozklad azotu amonowego przez mikroorganizmy wykazujace ekspresj¢ genu monooksyge-
nazy amoniaku, a jednym ze sposobow zwickszenia jego efektywnoS$ci jest stosowanie roz-
nych typéw no$nikéw stwarzajacych tym mikroorganizmom optymalne warunki zycia. Od-
cieki wykorzystane w badaniach pochodzily ze skladowiska odpadéw komunalnych
w Kozodrzy (woj. podkarpackie). Badania prowadzono w trzech sekwencyjnych reaktorach
biologicznych o pojemno$ci 2 1 (SBR 1-3), w warunkach beztlenowych, w temperaturze 42°C
i przy stalym czasie zatrzymania wynoszacym 6 d. SBR 1 pracowal tylko z osadem czynnym
zawieszonym, natomiast SBR 2 i 3 zostaly wyposazone w wypelnienia z PCV o réznej §redni-
cy poréw (odpowiednio 2+3 oraz 4+5 mm). W pobranych z reaktor6w probkach osadu ba-
dano, za pomoca techniki iloSciowej lancuchowej reakcji polimerazy (Q-PCR), zawartos§¢
kopii genu 165 rRNA o sekwencji charakterystycznej dla wszystkich znanych B-proteo-
bakterii majacych zdolno$¢ do utleniania amoniaku. Poréwnujac w badanych préobkach dy-
namike iloSci badanego genu, stwierdzono, Zze wypelnienie zastosowane w SBR 2 powodowalo
najmniejsze wahania liczebnosci bakterii w procesie ich adaptacji do warunkéw technolo-
gicznych. Efektywno$¢ usuwania azotu amonowego we wszystkich reaktorach miala zwigzek
z ilo$cig kopii badanego genu.

Stowa kluczowe: odcieki skladowiskowe, SBR, AOB, 16S rRNA, Q-PCR

Wstep

Sktadowanie odpadéw, nawet na prawidtowo zaprojektowanych i eksploatowa-
nych obiektach, stwarza wiele zagrozen dla srodowiska, do jednego z najwigkszych
nalezy zaliczy¢ powstawanie odciekow skladowiskowych. Odcieki sktadowiskowe
mozna zdefiniowa¢ jako Scieki powstajace w wyniku przesigkania wod opadowych
przez ztoze sktadowiska. Czes¢ wody zostaje wchlonieta przez odpady, pozostata
wypetnia przestrzenie na réznych poziomach sktadowiska w postaci tak zwanej
wody zawieszonej lub tworzy odcieki, ktore zbieraja si¢ na dnie skladowiska, sta-
nowigc potencjalne zagrozenie dla wod gruntowych. Odcieki powstaja wiec wtedy,
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kiedy zawartos¢ wilgoci w zlozu sktadowiska przekracza jego pojemnosé retencyj-
na [1]. Odcieki sa tez najdluzej emitowanym ze sktadowiska odpadéw rodzajem
zanieczyszczen, powstaja bowiem przez caly okres eksploatacji skladowiska,
a takze po jego zamknieciu, w okresie rekultywacji [2].

Z punktu widzenia cech fizykochemicznych odcieki sa zlozong i zmienna
W czasie mieszaning substancji organicznych, nieorganicznych i zawiesin, charak-
teryzujaca si¢ wlasciwosciami redukcyjnymi i znacznie podwyzszonymi parame-
trami biologicznego i chemicznego zapotrzebowania na tlen, wysokimi stezeniami
substancji rozpuszczonych, a przede wszystkim azotu amonowego. Sklad odcie-
kéw zalezy od rodzaju odpadow deponowanych na sktadowisku, ale jest tez odbi-
ciem zmian aktywnosci mikrobiologicznej skladowiska. Najwigkszy wplyw na
sktad odciekow ma wiek sktadowiska [1, 3].

W zaleznosci od czasu eksploatacji sktadowiska dzieli si¢ na: mtode, znajdujace
si¢ w fazie dojrzewania i stabilizacji, oraz ustabilizowane. Procesom biochemicz-
nego rozktadu odpadow towarzysza zmiany w skladzie jakosciowym oraz iloscio-
wym odciekow. Dane literaturowe wskazuja, ze w poczatkowej fazie eksploatacji
sktadowiska odcieki zawieraja produkty typowe dla fermentacji kwasnej - kwasy
lotne oraz substancje organiczne, ktore stosunkowo tatwo ulegaja przemianom bio-
chemicznym w procesach biologicznego oczyszczania. Wraz z uptywem czasu za-
warto$¢ prostych zwigzkéw organicznych maleje, a w odciekach pojawiajg si¢
i nastgpnie dominuja zwiazki wielkoczasteczkowe (gtownie kwasy humusowe),
trudno ulegajace biodegradacji. Rownoczesnie z przemianami biochemicznymi
zachodza procesy adsorpcji, rozpuszczania, rozcieficzania, wymiany jonowej oraz
wytragcania, skutkiem czego stezenie substancji organicznych i nieorganicznych
zmienia si¢ w czasie [4].

Wraz ze starzeniem si¢ sktadowiska w odciekach notuje si¢ spadek zawartosci
substancji organicznych, jednoczesnie zmienia si¢ stosunek ilosciowy BZTs do
ChZT, co zwiazane jest z faktem, ze w ogdlnej puli zwigzkdéw organicznych maleje
udziat kwaséw lotnych i innych matoczgsteczkowych zwiazkéw organicznych [4].

Zawartos$¢ azotu amonowego w odciekach waha si¢ w bardzo szerokim zakresie
stezen, od 0 (w poczatkowej fazie eksploatacji sktadowiska) do nawet 13 000 mg/1,
przy czym stanowi on od 60 do 90% azotu ogdlnego [1]. Z badan przeprowadzo-
nych przez Kaczorek i Ledakowicza [5] wynika, ze stezenie azotu w odciekach po-
chodzacych ze sktadowisk lezacych na terenie naszego kraju moze osigga¢ wartosé¢
3000 mg/l.

Odpady komunalne i przemyslowe, unieszkodliwiane przez skladowanie, moga
zawiera¢ ponadto roznego rodzaju substancje szkodliwe, ktore w konsekwencji
moga pojawic¢ sie¢ w odciekach. Obecnos¢ nieorganicznych i organicznych substan-
cji szkodliwych oraz w wielu przypadkach niezidentyfikowanych produktéw ich
degradacji jest powodem toksycznosci odciekow [6, 7].

W celu unieszkodliwienia odciekdéw stosuje si¢ metody fizykochemiczne, takie
jak: procesy membranowe, koagulacje czy glebokie utlenianie z uzyciem ozonu lub
nadtlenku wodoru, rzadziej adsorpcje na weglu aktywnym i metody termiczne, jak
zatgzanie, destylacje czy spalanie [8, 9]. Zastosowanie znajdujg réwniez metody
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biologiczne, prowadzone zarowno w warunkach tlenowych i/lub beztlenowych.
Czgsto tez taczy si¢ wyzej wymienione metody.

W przeciwienstwie do sciekow komunalnych odcieki ze sktadowisk odpadow
trudno poddaja si¢ oczyszczaniu metodami biologicznymi. Jednym z powodow jest
obecnos$¢ w odciekach duzej ilosci zwiazkow azotu, a gtownie azotu amonowego,
przy jednoczesnej niekorzystnej proporcji do wegla organicznego. Pomimo tego,
metode osadu czynnego wykorzystuje si¢ czesto jako jeden ze sposoboéw biolo-
gicznego oczyszczania odciekow pochodzacych ze skladowisk odpadéw komunal-
nych. Stosowana jest w celu biochemicznego utleniania zwigzkdéw organicznych
oraz usuwania azotu w ukladzie jedno- lub wielostopniowym i w niektérych przy-
padkach charakteryzuje si¢ wysoka efektywnoscia - utlenieniu moze ulega¢ nawet
ponad 90% azotu amonowego. Rzadko jednak osad czynny jest jedynym stosowa-
nym sposobem oczyszczania odciekdw. W wiekszosci przypadkow stanowi pierw-
szy etap oczyszczania, po ktorym wykorzystuje sie réznego rodzaju procesy fi-
zyczne lub chemiczne. Utrudnieniami w procesie osadu czynnego, w przypadku
oczyszczania odciekdéw sktadowiskowych, jest duza wrazliwos¢ mikroorganizmow
na niekorzystne temperatury oraz stabe wlasnosci sedymentacyjne osadu, powodu-
jace spadek stezenia biomasy w reaktorach na skutek wynoszenia jej z instalacji
[2, 10].

Procesy beztlenowego oczyszczania odciekow sg podobne do tych zachodza-
cych wewnatrz sktadowiska odpaddéw. Sa one wykorzystywane do oczyszczania
odciekéw glownie z mlodych sktadowisk ze wzgledu na duze ilosci zwigzkow
organicznych podatnych na fermentacje (lotne kwasy tluszczowe, alkohole, alde-
hydy). Moga by¢ prowadzone w procesie beztlenowego osadu czynnego w reakto-
rach UASB oraz zlozach z wypehieniem statym lub ruchomym. Im wyzsza tempe-
ratura procesu, tym usuwanie zanieczyszczen zachodzi szybciej. Procesy
beztlenowego oczyszczania odciekow pozwalajg na 70+80% usuniecie zwiazkow
organicznych [2, 10].

Uwaza si¢, ze w warunkach tlenowych utlenianie azotu amonowego do azota-
néw(Ill) przeprowadzaja gléwnie bakterie Nitrosomonas sp. (I faza nitryfikacji).
Nastepnie azot azotanowy(Ill) jest utleniany do azotanowego(V) z udzialem
Nitrobacter sp. lub Nitrospira sp. (Il faza nitryfikacji). Obecnie coraz wigksza
uwage przyklada si¢ do procesow usuwaniu azotu amonowego ze sciekéw na dro-
dze czesciowej nitryfikacji czy utleniania azotu amonowego w warunkach anok-
sycznych lub kombinacji obu procesow. Wyrdznia si¢ metody: czeSciowej nitryfi-
kacji oraz SHARON, ANAMMOX, CANON i OLAND [11].

Koncowym produktem procesu SHARON jest w 90% azot azotanowy(Ill)
i 10% azot azotanowy(V), do catkowitego usuniecia azotu ze $ciekow jako drugi
stopien poleca si¢ metode ANAMMOX.

Proces ANAMMOX opisali Mulder i wspdtprac. [12], ktorzy badali beztlenowe
utlenianie azotu amonowego w obecnosci azotu azotanowego(V) w skali laborato-
ryjnej w beztlenowym reaktorze fluidalnym. Van den Graaf i wspdlprac. [13] oraz
Bock i wspotprac. [14] w pdzniejszych badaniach dowiedli, Zze raczej azot azota-
nowy(Ill), a nie azotanowy(V) jest preferencyjnie wykorzystywany jako akceptor
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elektronow. Obecnie przyjmuje si¢, z2 ANAMMOX polega na denitryfikacji azo-
tandw(V) lub (II1) z azotem amonowym jako donorem elektronow [11].

Odkrycia przeprowadzone w ostatniej dekadzie wskazujg na istnienie wyspecja-
lizowanych bakterii, takich jak: Kuenenia stuttgartiensis czy Brocadia anammoxi-
dans, prowadzacych proces beztlenowego utleniania amoniaku ANAMMOX. Jak
wskazuja badania zaprezentowane w [15], rowniez bakterie z grupy AOB (4dmmo-
nia-oxidizing bacteria, migdzy innymi Nitrosomonas) potrafig przezy¢é w warun-
kach anoksycznych i usuwa¢ amoniak w zespole z wymienionymi wyzej wyspecja-
lizowanymi bakteriami ANAMMOX. Badania przeprowadzone w tej pracy moga
potwierdzaé, ze w warunkach niedoboru tlenu réwniez bakterie z grupy AOB, czyli
majace zdolno$¢ utleniania azotu amonowego w warunkach tlenowych, moga
adaptowac¢ si¢ do warunkow anoksycznych i dalej usuwa¢ amoniak, prawdopodob-
nie wykorzystujac azot azotanowy(Ill) jako donor tlenu.

Biomasa immobilizowana na nosnikach stalych lub ruchomych znacznie zmie-
nia swoje wlasciwosci, stajac si¢ bardziej odporna na czynniki zewngtrzne, dziala-
nie substancji toksycznych oraz wymywanie z reaktora. Z tego wzgledu zloza
biologiczne czgsto wykorzystywane sa do utleniania azotu amonowego wystepuja-
cego w wysokich stezeniach. Bakterie odpowiedzialne za proces nitryfikacji sa
powszechnie uznawane za wrazliwe na zmiany temperatury, odczynu, obecnos¢
substancji toksycznych, a ponadto wolno si¢ rozmnazajg. Do wad tej metody zali-
czy¢ nalezy koszt no$nikow oraz koniecznos$¢ utrzymywania wysokiego stezenia
tlenu rozpuszczonego w przypadku stosowania zt6z fluidalnych [2, 10].

Trudnosci w izolacji i hodowli bakterii wchodzacych w sklad osadu czynnego
powoduja, ze w badaniu ich dynamiki ilosciowej i sktadu coraz szersze zastosowa-
nie znajduja szybkie i powtarzalne metody biologii molekularnej. Najwickszym
wyzwaniem w ilosciowym oznaczaniu tego rodzaju prob sa niewielkie ilosci orga-
nizmow w jednostce objetosci i ich zlozony, wielogatunkowy skfad. Przy oblicza-
niu ilosci tych mikroorganizméw znajdowaé moze zastosowanie technika iloscio-
wej tancuchowej reakcji polimerazy (Q-PCR - quantitative polymerase chain
reaction), charakteryzujacej si¢ wysokg czutoscia, powtarzalnoscia i doktadnoscia
pomiardéw [16, 17]. Badanie polega na okresleniu ilosci produktu reakcji w czasie
jej trwania (Real-time PCR) lub po jej zakonczeniu, a nastepnie przeprowadzeniu
poréwnania pomiedzy probkami (RQ-PCR - relative quantification) lub w odnie-
sieniu do préby kontrolnej (AQ-PCR - absolute quantification).

Istnieje kilka podejs¢ do ilosciowego oznaczania za pomocg metody PCR li-
czebnosci organizmoéw, a w zasadzie ilosci kopii genow charakterystycznych dla
badanego gatunku czy grupy organizmow. Do najczesciej wykorzystywanych
technik mozna zaliczy¢: MPN-PCR (most probable number), cPCR (competitive
PCR - PCR kompetycyjny, konkurencyjny) czy Real-time PCR. Wybdr metody
zalezy od rodzaju doswiadczenia i od tego, czy wymagane jest wzgledne (relatyw-
ne) czy absolutne oznaczenie ilosciowe. Czynnikiem ograniczajagcym wybodr danej
metody moze by¢ miedzy innymi znajomos¢ sekwencji nukleotydow badanego
fragmentu DNA [17].
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Hallier-Soulier i wspdtprac. [18] byli jednymi z pierwszych, ktdrzy zaprezen-
towali przydatnos¢ techniki cPCR (PCR kompetycyjny) do ilo§ciowego oznaczania
gendéw w glebie zanieczyszczonej toluenem. Technika cPCR jest wykorzystywana
zaréwno do szacowania ilosci komdrek w réznego rodzaju probkach srodowisko-
wych, jak na przyktad osadach rzecznych [19, 20], jak i badaniu ilosci bakterii osa-
du czynnego w procesach oczyszczania Sciekdw komunalnych [16]. Metodg te za-
stosowali rowniez Wikstrom i wspotprac. [21] oraz Phillips i wspolprac. [22] do
ilosciowej analizy AOB, opartej na specyficznej amplifikacji genu /6S rDNA, cha-
rakterystycznej dla tej grupy bakterii. Kompetycyjny PCR wykorzystywany byt
takze do okreslania liczebnosci bakterii utleniajacych amoniak na podstawie po-
miaréw ilosci kopii genu amoAd [23]. Do zalet metody cPCR nalezy zaliczyé: wy-
soka precyzje i doktadno$¢ przy nieduzych nakladach finansowych, a umiejetne
kontrolowanie procesu pozwala na dokladne oznaczenie ilosciowe - rowniez abso-
lutne. Wadami metody sa koniecznos¢ obrébki produktow PCR podobnie jak
w metodzie MPN oraz mozliwo$¢ nierownego powinowactwa starterow do se-
kwencji docelowej i kompetycyjnej [17].

Badanie ilosciowe jednej z grup bakterii osadu czynnego opiera si¢ na amplifi-
kacji DNA wyizolowanego ze Srodowiska, a nie namnozonej w optymalnych wa-
runkach hodowli laboratoryjnych. Dlatego niekiedy konieczne jest zwigkszenie
czulosci metody badawczej, na przyktad poprzez zastosowanie nested PCR (PCR
»zagniezdzonego™). Wedlug literatury, ilos¢ AOB w glebie okreslona za pomoca
metody nested cPCR moze by¢ 1000 razy wyzsza niz obliczona za pomocg metody
MPN-PCR [24]. cPCR jest bardzo przydatna technika, ale przygotowanie odpo-
wiednio skalibrowanej krzywej do precyzyjnego absolutnego okreslenia liczby
bakterii jest trudne, pracochtonne i nie zawsze wykonalne [22].

Chociaz w ostatnich latach prowadzone sa intensywne badania nad unieszko-
dliwianiem odciekéw sktadowiskowych, to opracowanie wysokosprawnych metod
ich oczyszczania pozostaje nadal otwartym problemem [10, 25]. Szczegdlnie istot-
ne wydaje si¢ tu poznanie reakcji organizméw wchodzacych w sktad osadu czyn-
nego na zastosowane warunki technologiczne oczyszczania odciekow skladowi-
skowych. Z powodu wplywu na tempo wzrostu bakterii utleniajacych azot
amonowy takich czynnikdw, jak: pH, zawartosé¢ O,, temperatura czy obecno$é sub-
stancji o dziataniu toksycznym, wczesne wykrycie spadku liczebnosci populacji
moze usprawnié¢ kontrolg procesow oczyszczania odciekéw oraz zapobiec wymy-
waniu mikroorganizméw z ciagu technologicznego.

Celem pracy bylo zbadanie z uzyciem techniki iloSciowego PCR kompetycyj-
nego dynamiki liczebnosSci bakterii utleniajgcych amoniak (AOB) w procesie bio-
logicznego oczyszczania odciekow sktadowiskowych metodg osadu czynnego
w zaleznosci od zastosowanych warunkéw technologicznych (dodanie wypelnie-
nia, warunki beztlenowe, wysoka temperatura).

W pracy nie okreslano sktadu gatunkowego mikroflory reaktora ani dynamiki
iloSciowej poszczegdlnych gatunkow, uwzgledniono natomiast sume wszystkich
osobnikow gatunkow posiadajacych zdolnosé do rozkladu azotu amonowego na
drodze utleniania biochemicznego.
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1. Metody badan
1.1. Odcieki sktadowiskowe

Odcieki wykorzystane w badaniach pochodzily ze sktadowiska odpadow komu-
nalnych w Kozodrzy (woj. podkarpackie). Sktadowisko funkcjonuje od 1990 roku
i zajmuje obecnie powierzchni¢ 18,36 ha. Roczna ilo$¢ odpaddéw komunalnych,
przyjmowanych do unieszkodliwienia z terenu okolicznych gmin oraz miasta Rze-
szowa, wynosi 92 160 Mg/rok. Do badan pobierano odcieki ze zbiornika retencyj-
nego o pojemnosci 2295 m®. Odcieki sptywaja do niego z 9 zamknietych kwater
o tacznej pojemnosci 1379,1 tys. m’ i jednej kwatery otwartej. Odcieki pobrane do
badan charakteryzowaly si¢ stezeniem azotu amonowego na Srednim poziomie
710 mg/l, srednie stezenie zwiazkow organicznych wyrazonych jako ChZT wynio-
sto 8365 mg/l, a BZTs- 636 mg/l.

1.2. Stanowisko badawcze

Badania technologiczne nad oczyszczaniem odciekéw prowadzono w trzech
porcjowych reaktorach typu SBR o pojemnosci roboczej 2 1. Reaktory pracowaly
tylko z fazg mieszania (warunki beztlenowe) w temperaturze 42°C. Reaktor SBR 1
pracowal tylko z osadem czynnym zawieszonym, zas SBR2 i SBR 3 wypo-
sazono w wypelnienie stacjonarne sktadajace si¢ z 4 gabek PCV o wymiarach:
10 x 3 x 3 cm. Wypehienie w SBR 2 miato s$rednice porow okoto 2+3 mm,
a w SBR 3 okoto 4+5 mm. Czas zatrzymania odciekéw w reaktorach wynosit 6 d.
Przed doswiadczeniem wszystkie reaktory zostaly zaszczepione osadem czynnym
pochodzacym z miejskiej oczyszczalni Sciekéw w Lancucie. Do reaktoréw dopro-
wadzano odcieki surowe z dodatkiem wodnego roztworu NaNO, (proporcja
NH} :NO; =1:1).

1.3. Poboér préobek

Probki osadu czynnego pobierano przez okres 4 tygodni, co 2 dni, tuz po wy-
mianie odciekow. W celu dokladnego wymieszania zawartosci reaktora SBR przed
pobraniem prébki obroty mieszadla zwigkszano do 500 obr/min. Pobrana prébke
objetosci 1,5 ml przenoszono do probowki i wirowano przez 20 minut z silg
10 000 rcf. Po wirowaniu supernatant wylewano, a osad zawieszano przez wytrza-
sanie w 1 ml mieszaniny konserwujacej (5% SDS, 0,125 M bufor fosforanowo-
-sodowy) i w tej postaci przechowywano w —20°C do czasu dalszych analiz. Jedno-
czesnie pobierano proby do oznaczenia iloSci zawiesiny ogdlnej w reaktorach (we-
dhug metodyki Hermanowicza i wspdtprac. [26]). Po zakonczeniu badan okreslono
réznice masy osadu znajdujacego sie na wypetieniach gabkowych w SBR 21 3.

1.4. Izolacja DNA

Izolacje DNA przeprowadzano zgodnie ze zmodyfikowana procedurg Newma-
na dla bakterii z osadu czynnego [27]. Z probki przygotowanej w sposob opisany



Dynamika ilosciowa AOB w procesie biologicznego oczyszczania odciekow sktadowiskowych ... 315

powyzej pobierano 200 pl zawiesiny, do ktérej dodawano roztworu trawigcego
o nastepujacym sktadzie: 600 pl buforu do trawienia bakterii Proteinazg K (50 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH = 8,0), 5 ul Proteinazy K (Roth, 20 000 U/ml), 20 pl
Lizozymu (Roth, 8 mg/ml). Prébki inkubowano, intensywnie mieszajgc przez
60 minut w temperaturze 40°C. Nastepnie strawione probki oczyszczano przez
odwirowanie (14 000 rcf) kolejno w fenolu, chloroformie i alkoholu izoamylowym
(24:1), po czym precypitowano w mieszaninie 500 pl izopropanolu i 40 pl 3 M
octanu sodu i plukano w 70% alkoholu etylowym. Otrzymane w ten sposob DNA
zawieszano w 30 pl wody wolnej od nukleaz. [los¢ DNA w izolacie okreslano me-
toda spektrofotometryczna w rozcienczeniach 1:20 (Shimadzu, UV-1800).

1.5. Konstrukcja kompetytora, reakcja cPCR

W pracy zastosowano metodyke zaproponowang przez Phillipsa i wspolprac.
[22], zgodnie z ktora do reakcji PCR uzyto starteréw reakcji CTO189f i CTO654r,
zaprojektowanych przez Kowalchuka i wspolprac. [28], oraz BAMOf, zaprojekto-
wanego przez McCaiga i wspolprac. [29]. Startery te pozwalaja na amplifikacje
fragmentu genu /6S rRNA charakterystycznego dla B-proteobakterii utleniajacych
azot amonowy. Do skonstruowania kompetytora reakcji uzyto konwencjonalnego
(o standardowej dlugosci) startera CTO189f i startera CTO654r/INT1 [22] o dlugo-
sci 42 nukleotydow, zawierajacego na jednym z koncoéw sekwencje nukleotydow
zgodng z sekwencja lezaca wewnatrz projektowanego amplikonu, a na drugim
zgodna z sekwencja komplementarng do primera CTO654r. W ten sposdb z se-
kwencji kompetytora usuni¢to fragment stanowiacy okoto 10% amplikonu, co po-
zwolito na odrdznianie kompetytora w rozdziale elektroforetycznym, ale nie spo-
wodowalo réznic w efektywnosci w jednoczesnej amplifikacji obu produktow
reakcji. Uzyskany w ten sposdb kompetytor byl nastepnie namnozony za pomoca
starterow CTO189f i CTO654r.

Obie reakcje PCR (Eppendorf Mastercycler) poprzedzata 5-minutowa predena-

turacja w 95°C, po ktdrej nastepowalo 25 cykli o nastgpujacym profilu termicz-
nym: denaturacja w 94°C przez 40 sekund, przylaczanie starterow w 55°C przez
30 sekund, wydtuzanie nici w 72°C przez 2 minuty. Ostatni segment wydtuzano
w ostatnim cyklu o 5 minut. Reakcje wykonywano w objetosci 100 pl z uzyciem
gotowego zestawu odczynnikow 2 x PCR Master Mix (A&A Biotechnology, Pol-
ska) i dodatkiem po 2,5 pl starterow (10 mM GENOMED, Polska).
Nastepnie kompetytor zostal oczyszczony z substratow reakcji za pomocg zloza
krzemionkowego (Clean-UP, A&A Biotechnology, Polska) i poddany serii kolej-
nych rozcienczen w nastgpujacy sposob: 10 pl kompetytora przenoszono do pro-
béwki zawierajacej 90 pl wody wolnej od nukleaz i dokladnie mieszano, z tak
przygotowanego rozcienczenia pobierano znowu 10 pl i przenoszono do kolejnej
probowki z 90 ul wody, i tak dalej, uzyskujac 9 kolejnych, 10-krotnych rozcien-
czefiod 1- 107" do 1-107".

Wstepne badania wykazaly, ze ilos¢ kopii badanego genu w prébach izolowa-
nych z reaktoréw bylta zbyt niska, aby umozliwi¢ jej ocene ilosciowa za pomoca
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konwencjonalnej reakcji PCR. Dlatego matryce reakcji wstepnie namnazano, sto-
sujac dwuetapowy nested PCR. W pierwszym etapie startery BAMOf i CTO654r
pozwalaly amplifikowa¢ nieco dluzszy fragment DNA, natomiast okreslenia dy-
namiki ilosciowej kopii genow w poszczegolnych probach nastgpowaly w drugim
etapie reakcji i wygladaly nastepujaco: do serii 10 probéwek reakcyjnych dodawa-
no po 1 pl kolejnych rozcienczen kompetytora i po 1 pl takiej samej matrycy DNA,
wstepnie namnozonej w pierwszym etapie reakcji. W obu etapach reakcje prowa-
dzono w objetosci 20 pl z wykorzystaniem takich samych odczynnikéw. Reakcje
PCR mialy réwniez taki sam profil termiczny, z tym ze ilos¢ cykli w drugim etapie
zwigkszono do 30. W celu potwierdzenia prawidlowosci wykonania i powtarzalno-
$ci reakcji kazda proba zostala zbadana co najmniej dwukrotnie w obecnosci od-
czynnikowej proby kontrolne;j.

Po zakonczeniu doswiadczenia proby z kazdego reaktora zostaty amplifikowane za
pomocg starterow reakcji CTO189f i CTO654r, sekwencjonowane, a uzyskane se-
kwencje poréwnane z danymi z Banku Gendw (National Center for Biotechnology
Information) za pomoca algorytmu BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool).

1.6. Rozdziat produktéw PCR i ocena dynamiki ilosciowej AOB

Produkt drugiego etapu nested cPCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym
(Roth, Agarose NEEO ultra-quality, 0,5N TBE, pH = 8,0, EtBr) w obecnosci
ekwimolarnej drabiny (100 bp, Roth) jako wzorca masy molekularnej. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzono w 0,5N TBE przez 100 minut przy stalej wartosci
napigcia 80 V (Bio-Rad).

Wyniki rozdziatlow obrazowano w s$wietle UV (312 nm) i dokumentowano
w formie plikéw graficznych (MicroDOC). Dlugosci amplikondéw potwierdzano
przy uzyciu programu GelAnalyzer2010 [30], natomiast poréwnania ilosci DNA
w poszczegolnych prazkach dokonywano za pomoca pomiaréw densytometrycz-
nych, korzystajac z oprogramowania ImageJ 1.38 x [31].

2. Wyniki

Poréwnanie otrzymanych sekwencji DNA o dlugosci 400 bp z danymi dostep-
nymi w Banku Genéw potwierdzito, ze w pracy badano fragment genu /65 ¥RNA
o wysokiej homologii (97+99%) z sekwencjami Nitrosomonas sp. i innych AOB,
izolowanych z instalacji do oczyszczania Sciekow; algorytm BLASTn wskazat jako
najblizsza sekwencj¢ o numerze FM997820.1 opisang jako pochodzaca z reaktora
czesciowej nitryfikacji w systemie z bioreaktorem ANAMMOX.

Zgodnie z zastosowang metodyka badan, na obrazach uzyskanych z elektroforez
poszukiwano miejsc, w ktérych pomiar densytometryczny prazkéw reprezentuja-
cych produkty amplifikacji kompetytora i matrycy wskazywal mozliwie zblizone
warto$ci. Uzyskane w doswiadczeniu wyniki amplifikacji genu /6S »RNA metoda
cPCR przedstawiono na rysunku 1. [lo§¢ osadu czynnego w poszczegodlnych reak-
torach w trakcie trwania do§wiadczenia pokazano na rysunku 2.
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Rys. 1. Dynamika iloSciowa AOB w trakcie procesu oczyszczania odciekow skladowiskowych
na podstawie relatywnej analizy iloSciowej genu 16S rRNA
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Rys. 2. Stezenie zawiesiny ogélnej w SBR w kolejnych dniach trwania do§wiadczenia

Z prezentowanych danych wynika, ze juz po 3 dniach prowadzenia doswiad-
czenia uwidocznily si¢ roznice w ilosci bakterii utleniajacych amoniak w osadzie
czynnym w poszczegblnych reaktorach. Najwiecej kopii badanego genu obserwo-
wano w SBR 3, najmniej za§ w SBR 2. Jezeli poréwnamy to z catkowita iloscia
osadu czynnego, to w SBR 3 osadu bylo najmniej (okoto 2500 mg/l), a najwigcej
(okoto 3500 mg/l) w SBR 1. Po 6 dniach od rozpoczgcia do$wiadczenia we
wszystkich  reaktorach zaobserwowano gwaltowny spadek ilosci kopii
168 rDNA (ponizej progu wykrywalnosci w zastosowanej metodyce badan).

We wszystkich reaktorach przez okres pierwszego tygodnia ilo§¢ zawiesiny
ogolnej sukcesywnie sie¢ zmniejszata, przy czym najwigkszy spadek odnotowano
w SBR 2. W dalszych dniach doswiadczenia stwierdzono wzrost ilosci kopii
16S rDNA wraz ze wzrostem stezenia osadu we wszystkich reaktorach. W SBR 2
wzrost ilosci kopii badanego genu byt najwyzszy przy jednoczesnym najnizszym
przyroscie ilosci osadu czynnego. Zaréwno ilosci kopii badanego genu, jak i osadu
czynnego ustabilizowata si¢ w 15 dniu doswiadczenia. Najwigcej kopii genu
stwierdzono w osadzie czynnym pobranym z SBR 2, najmniej z SBR 1. Odwrotna



318 L. Jurczyk, J. Koc-Jurczyk, P. Rézalska

tendencje mozna zauwazy¢ w przypadku ilosci osadu czynnego, w SBR 2 $rednie
stezenie zawiesiny ogolnej wyniosto 1200 mg/l, zas w SBR 1 - 3500 mg/I.

W pracy stwierdzono wyzsze stezenie osadu zawieszonego w SBR 1 w porow-
naniu z osadem zawieszonym w SBR 2 i 3. Przed rozpoczeciem i po zakonczeniu
badan okreslono wage wkiadu gabkowego w reaktorach. W SBR 2 osad czynny
wypetniajacy gabki wazyt 8,312 g, a w SBR 3 - 4,254 g, natomiast ilos¢ kopii ba-
danego genu w SBR 3 byta nizsza o trzy rzedy wielkosci.

3. Dyskusja

W  pracy zastosowano metode relatywnego pomiaru ilosci czasteczek
16S rDNA, ktéra pozwala na obserwowanie dynamiki ilosciowej mikroorgani-
zmdéw w zaleznosci od warunkow technologicznych, natomiast nie pozwala na
stwierdzenie dokladnej ilosci osobnikdéw w jednostce objetosci. Aby przeprowa-
dzi¢ tego typu pomiar, nalezaloby dokonac¢ wstepnej kalibracji metody wzgledem
wzorca, ktory stanowitaby czysta kultura bakterii zawierajacych badany gen [16,
22, 23]. Jednak zastosowana w pracy, dla poprawienia czutosci, dwuetapowa tech-
nika nested PCR znacznie komplikuje proces absolutnej kwantyfikacji AOB. Przed
rozpoczeciem doswiadczenia wszystkie reaktory zaszczepiono osadem czynnym
pochodzacym z miejskiej oczyszczalni sciekow w Lancucie. Jest to oczyszczalnia,
do ktdrej trafiaja scieki bytowo-gospodarcze o charakterze znacznie réznigcym sie
od odciekdéw sktadowiskowych, dlatego mozna bylo sie spodziewac, ze organizmy
wchodzace w sktad osadu czynnego musialy przej$¢ okres adaptacji do nowego
srodowiska. Rzeczywiscie w pracy obserwowano znaczny spadek liczebnosci AOB
po 6 dniach, ktéry mogt wynikaé z adaptacji do nowych warunkdéw, przebudowy
sktadu gatunkowego czy przemieszczania si¢ mikroorganizmow z toni reaktora do
wktadow. Ten proces obserwowaé mozna rowniez, analizujac catkowitg ilos¢ osa-
du w reaktorach. Nalezy jednak pamigtaé, ze osad czynny sklada sie nie tylko
z bakterii AOB, ale réwniez innych mikroorganizméw, a takze glonéw, pierwot-
niakow i wreszcie nieozywionej czesci materii organicznej i mineralne;j.

Ganigué i wspdlprac. [32] badali za pomoca analizy sekwencji DNA populacje
AOB w stanowigcym pierwszy stopien przed reaktorem ANAMMOX reaktorze
SBR, oczyszczajacym odcieki o wysokim stezeniu azotu amonowego (Srednio
3772 mg/l). Badania prowadzono w temperaturze 36°C przy czasie zatrzymania
odciekoéw w reaktorze wynoszacym od 3 do 6 d. Wszystkie wykryte przez autorow
bakterie byly podobne do Nifrosomonas, przy czym w momencie zatozenia do-
swiadczenia (zaszczepienia reaktora) stwierdzili pig¢ jednostek taksonomicznych
(OTU), podczas gdy po 450 dniach tylko jedna z nich zdominowata §rodowisko.

Jak wskazuja badania Limpiyakorn i wspdlprac. [33], przeprowadzone w skali
technicznej, oprocz bakterii majacych zdolnos¢ do biochemicznego utleniania azo-
tu amonowego (AOB), w oczyszczalniach $ciekéw komunalnych mozna tez
stwierdzi¢ obecnos¢ prowadzacych ten sam proces archeonéw (AOA). Analizujac
sekwencje genu amoA, stwierdzili oni we wszystkich badanych obiektach domina-
cje nieznanych Nitrosomonas spp. oraz N. europea i N. oligotropha, jednak w reak-
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torach, do ktérych doplywaly s$cieki z wyzsza kontentacja azotu amonowego, moga
dominowaé nieznane gatunki Nitrosomonas spp. Znaczaca liczba AOA wystepo-
wala we wszystkich badanych obiektach, co sugeruje ich wazna role w oczyszcza-
niu $ciekdéw, jednak w obiektach o podwyzszonej zawartosci azotu amonowego
zawarto$¢é genow amoA charakterystycznych dla AOB byta wyzsza o ponad cztery
rzedy wielkosci.

Cho i wspolprac. [34] badali populacje mikroorganizméw w przeplywowym
reaktorze beztlenowym ANAMMOX, wyposazonym w granulowane zloze. Anali-
za sekwencji genu 16S rRNA wykazala, ze oprocz gatunkdw prowadzacych proces
beztlenowego utleniania amoniaku (przede wszystkim Brocadia anammoxidans),
w reaktorze mozna tez wykry¢ proteobakterie. Szczegdlnie podkresla sie role Ni-
trosomonas utrwalajacego warunki anoksyczne przez usuwanie tlenu rozpuszczo-
nego i dostarczajacego azotyndw bakteriom anammox.

Zdaniem Poth i Focht [35], przy stezeniu tlenu ponizej 0,8 mg O/l Nitrosomo-
nas wykorzystuje azot azotanowy(IIl) jako akceptor elektronéw do produkcji NO,
N,O oraz N,. Dzi¢ki temu straty azotu amonowego moga wynosi¢ nawet 15%. Zart
i Bock [36] podaja, ze po wprowadzeniu tlenku azotu bakterie utleniajace azot
amonowy moga go przeksztalca¢ w gazowy N, ze znacznie wicksza (okoto 60%)
wydajnoscia, a takze azotany(Ill) w proporcji odpowiadajacej okoto 40% utlenia-
nego azotu amonowego.

Jako wypehienie reaktorow moga by¢ stosowane: wegiel aktywny, piasek, pla-
stik lub gabki PCV. Organizmy rosng na powierzchni nosnikdw i wewnatrz ich
porowatej struktury [37]. Do tej pory uwaga badaczy koncentrowata si¢ tylko na
zwigkszeniu szybkosci nitryfikacji [38]. Jednoczesne zastosowanie nosnikow
biomasy pozwala na lepszy przyrost biomasy i wydtuzenie czasu przebywania mi-
kroorganizmow osadu czynnego w reaktorze. Karapinar i Kargi [39] zastosowali
gabki jako wypehienie w reaktorze FBBR. Dzieki temu koncentracja biomasy
w reaktorze wyniosla 55 g/l. Pozwolito to na utrzymanie warunkéw beztlenowo-
-tlenowych w reaktorze. Stosunek biomasy zawieszonej do biomasy na nosniku
wyniést 42%. Wprowadzenie wypehienia z gabki pozwolilo na zwigkszenie ilosci
biomasy 0 90%.

Nalezy zaznaczy¢, ze wyniki przedstawione w niniejszej pracy opieraly sie
tylko na badaniu osadu zawieszonego w toni reaktora, natomiast nie pobierano
prob z gabek dlatego, ze reaktory pracowaly w warunkach atoksycznych, a proby
manipulacji wktadami powodowatyby ich ekspozycje na warunki tlenowe. Obecnie
opracowywana jest technika bezinwazyjnego pobierania wktadéw z zachowaniem
warunkéw anoksycznych.

Whioski

Opisane w pracy badania dynamiki liczebnosci bakterii utleniajacych amoniak
w odciekach skladowiskowych umozliwity sformulowanie nastepujacych wnio-
skow:
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1. Poréwnujac dynamike liczebnosci AOB na podstawie ilosci kopii genu

168 rRNA w probkach pobranych z reaktoréw, mozna stwierdzié, ze najmniej-
sze wahania liczby bakterii obserwowano w SBR 2. W warunkach do§wiadcze-
nia ten rodzaj wypeienia rektora okazal si¢ najbardziej optymalny dla zasto-
sowanych warunkow technologicznych.

. Opisane w pracy wyniki opieraly si¢ na badaniu probek z osadu czynnego za-

wieszonego. Z powoddw technicznych nie pobierano probek z gabkowych wy-
petnien reaktoréw. Dlatego wyniki moga nie odzwierciedla¢c w pelni obrazu
zmian dynamiki ilosciowej AOB w procesie biologicznego oczyszczania odcie-
kow. W zwigzku z tym nalezy opracowaé system ilosciowego poboru probek
z wypelnien z zachowaniem beztlenowych warunkéow w reaktorach i bez zna-
czacego ubytku wypetnien.

Podziekowanie

Badania finansowane z grantu MNiSW nr N N523 481434: Wphw warunkow
technologicznych na efektywnos¢ oczyszczania odciekow skladowiskowych
z uwzglednieniem dynamiki populacji wybranych gatunkéow AOB i NOB w osadzie
czynnym.
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Quantitative Dynamics of AOB in the Biological Treatment of Landfill
Leachate in Anaerobic Conditions

Waste disposal, even on properly designed and operated landfills may be environmental-
ly hazardous. One of the most onerous aspects of landfilling is formation of the leachate,
characterized by high concentrations of ammonia nitrogen and organic compounds. One of
the most common method applied for nitrogen neutralization in landfill leachate is biological
treatment based on biochemical decomposition of an ammonia by micro-organisms express-
ing gene of ammonia monooxygenase. The way to increasing efficiency of this process is the
application of different types of fillings creating optimal conditions for microorganisms life.

Leachate used in the study came from a large scale municipal waste landfill in Kozodrza
(podkarpackie province, Poland). The research was conducted in three sequential batch
reactors of 21 (SBR 1-3), in anaerobic conditions, high temperature (42°C) and a constant
HRT of 6 d. SBR 1 ran with suspended activated sludge, while the SBR 2 and 3 were
equipped with PVC filling of different pore diameters (respectively 2+3 and 45 mm). The
samples of sludge were examined for number of /65 rDNA copies characterized for ammonia
oxidizing B-proteobacteria. Comparing the quantitative dynamics of 16S rRNA gene in sam-
ples it was found that fillings used in the SBR 2 resulted in slightest hesitation of the number
of bacteria during the process of their adaptation to technological conditions. The ammonia
nitrogen removal efficiency in all reactors was related to the number of 165 rRNA gene cop-
ies.

Keywords: landfill leachate, SBR, AOB, 16S rRNA, Q-PCR



