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MIKROBIALNi POPULACE V BIOPLYNU
Jifina Cermakova, Daniel Tenkrat, Jakub Mrazek, Katefina Fliegerova

Tento pfispévek se zabyva studiem mikrobialni populace v bioplynu pomoci metody zaloZzené na molekularni
genetice, ktera dokaze identifikovat vétsi mnozZstvi mikroorganizmii neZz pomoci klasické kultivace. V bioplynu
Z cistirny odpadnich vod bylo nalezeno témér 8 mil. bakterii v m3 a nejvice byly zastoupeny dva kmeny Firmicutes
a Proteobacteria. AvSak mnohé mikroorganismy v bioplynu jsou dosud neznamé nekultivované bakterialni druhy.
Studium bakterialni biodiversity v bioplynu hraje klicovou roli zejména pfi kone¢ném vyuZiti bioplynu, protoZe
nékteré druhy mohou zplsobovat korozi zafizeni Ci potrubi nebo mohou byt dokonce patogenni a vyuZivat
bioplyn ke svému Sifeni.
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Bioplynové stanice slouzi ke komeréni vyrob& obnovitelné energie ve formé bioplynu, ktery Ize pouzit pro
kombinovanou vyrobu tepla a elektrické energie v kogeneracnich jednotkach €i k Upravé na nahradni zemni plyn.
Bioplyn vznika anaerobni fermentaci organického materidlu za pfitomnosti anaerobnich mikroorganismu, které
ovliviiuji jeho slozeni. Cast mikroorganismi z fermentovaného kalu je strhavana proudem bioplynu a miize se
dostat az do mista kone¢ného vyuZiti bioplynu. Klasické zemédélské bioplynové stanice, ani istirny odpadnich
vod (COV) nevyzaduji specialni Upravu substratu, ktery miize obsahovat nezadouci mikroorganismy (napF.
oportunni patogeny).[1,2] S velkym rozvojem bioplynovych stanic tedy vyvstava otazka potencialniho rizika Sifeni
mikroorganismu bioplynem. Tento pfispévek se zabyva monitorovanim mikrobialni populace v bioplynu.

Mnozstvi a typy mikroorganism0 ve fermentoru zavisi jednak na druhu zpracovavaného materialu, ale také na
pouzitém fermentacnim rezimu. Celkovy poCet mikroorganizmu ve fermentacni biomase je pfiblizné 1*10%8. g,
zatimco v bioplynu se poCty pohybuji v rozmezi 2*10* — 2*107.m" (pfiblizné stejné mnozstvi jako ve vzduchu).
Z téchto dat vyplyva, Ze pfiblizné jedna bakterie ze 100 milion{i pfejde z fermentovaného substratu do bioplynu.
Mikroorganismy v bioplynu nejsou jen nafedénou formou mikroorganismd z fermentoru, ale vykazuji znaéné
nesrovnalosti, které jsou zpusobeny rozdilnymi vzorci chovani jednotlivych mikroorganismd. Jejich chovani Ize
rozdeélit do tfi skupin; prvni skupinu pfedstavuji mikroorganismy, které pasivné (nahodné) pfechazeji do bioplynu.
Mezi pasivni kmeny patfi Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes a Synergistes, jejichz mnozstvi zavisi na typu
bioplynu, napf. ve skladkovém se téméF nevyskytuji a naopak v hojném pottu jsou zastoupeny v bioplynu z COV,
cozZ je pfedevsim zplsobeno opétovnym pouzitim odpadni vody, ve které jsou zachyceny. Druhou skupinu tvofi
negativné aktivni mikroorganismy, které se chtéji vyvarovat pfestupu do bioplynu, které je pro né nepfatelskym
prostiedim. Jedn& se napf. o Deltaproteobacteria, Spirochates, Thermotogae nebo sulfat-redukujici bakterie.
Treti skupina predstavuje mikroorganismy, které prednostné pfechazeji do bioplynu. Tento pfechod pouZivaji ke
svému Sifeni a v bioplynu se tedy vyskytuji ve vyznamné vysSich koncentracich neZ ve fermentoru. Jedna se
zejména o Alfa, Beta a Gamaproteobacteria.[3]

METODY STANOVENI

Klasicka mikrobiologie, zaloZzend na kultivaci, dokéZe izolovat méné nez 20 % mikroorganism0 pfitomnych
ve fermentoru. Pro zbyvajicich vice nez 80 % nebyli dosud nalezeny vhodné kultivaéni substraty nebo izolaéni
postupy. Informace o téchto mikroorganismech mohou poskytnout metody molekuldrni genetiky zalozené
na analyze nukleovych kyselin, napf. polymerazova fetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain
Reaction), kvantitativni PCR (Real-time PCR), DGGE (denaturani gradientova gelova elektroforéza), klonovani
a sekvenacni analyza.

PCR

Hlavni vyhodou PCR je jeji vysoka citlivost. Pro namnozeni urcité sekvence staci velmi malé mnozstvi DNA,
které probiha ve tfech krocich. Prvnim krokem je kratké zahiati celé smési na teplotu 94 — 96 °C, pfi které
dochazi k poruSeni vodikovych mustkd a k oddéleni fetézci DNA. Druhym krokem je ochlazeni smési na 50 -
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65 °C, které umoziuje kratkym oligonukleotidim DNA (tzv. primerim) se navazat na cilovou DNA vodikovymi
mustky podle pravidel komplementarity. Primery ohraniCuji zacatek a konec Useku DNA, ktery ma byt
amplifikovan. Ve tfetim kroku (pfi teploté 72°C) dochazi k samotné syntéze nové DNA k plvodni molekule DNA.
Viysledkem je dvojnasobné mnozstvi DNA. Tyto kroky se cyklicky opakuji a pro dostate¢né namnoZzeni
pozadovaného fragmentu obvykle postacuje 30 cykld.[4]

Separace namnozenych fragment( DNA probiha pomoci gelové elektroforézy (DGGE, z anglického denaturing
gradient gel electrophoresis), ktera je zalozena na klesajici pohyblivosti fragmentt v polyakrylamidovém gelu.
Pohyblivost zavisi na poctu vodikovych mastkd, tedy na typu, rozmisténi a poméru bazi, nikoliv na délce (Useky
namnozeni DNA jsou stejné dlouhé). V praxi to znamend, Ze DNA putuje v elektrickém poli az do okamziku, kdy
se oba fetézce DNA zanou od sebe oddé&lovat. Retézce v mistech bohatych na AT pary se snaze oddéluji,
zatimco Useky bohaté na CG jsou stabilngjsi a dojdou dale. Pocet pruht vzniklych na gelu znadi pocet
dominantnich druhd mikroorganismi ve vzorku.[5] Ziskané pruhy jsou z gelu vyfiznuty, pfeCistény a opét
namnozeny pomoci PCR s fluorescentné znaenymi primery. Ziskané sekvence jsou porovnany s databazi
GenBank pomoci BLASTn algoritmu.

Real-time PCR

Real-time PCR umoziuje na rozdil od klasické metody kvantitativni stanoveni jednotlivych druh mikroorganism
ve vzorku. Princip zlstava stejny, ale reakéni smés navic obsahuje fluorescenéni barvu (nejCasténi SYBR
Green), ktera se vaze na vznikajici dvouviakno DNA. Pfi tom se uvolfiuje fluorescence, ktera je zaznamenavana
pfistrojem. Rychlost vzniku fluorescence odpovidd mnoZstvi vzniklého produktu. Kvantifikace je provedena
porovnanim s jinou (kontrolni) skupinou nebo z kalibracni kfivky standartu.[4]

Vzorkovani bioplynu

Pro odbér vzork( bioplynu byla vybrana Cistirna odpadnich vod Bubeneg, ktera pracuje v mezofilnim rezimu.
K zachyceni mikroorganism0 byl pouZit nylonovy membranovy filtr s velikosti pord 0,22 um od firmy Millipor. Filtry
byly lokalizovany na dvou mistech, jednak pfimo za fermentorem a pak za adsorpéni jednotkou, ktera slouzi
k odstrafiovani siloxan( z bioplymu. Mimo plynnych vzorku byl také odebran vzorek kalu, ze kterého je bioplyn
vyrabén. VSechny vzorky byly zmraZeny na min. -30 °C, aby nedochézelo k rozkladu mikroorganismd. Poté byly
mikroorganismy stanovovany a kvantifikovany na Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské
republiky, v.v.i.

VYSLEDKY A DISKUSE
Real-time PCR

Pomoci metody real-time PCR bylo stanoveno celkové mnoZzstvi mikroorganismd 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.m3. Tento polovi¢ni propad je pravdépodobné zplsoben CasteCnym zachycenim mikroorganism
jednak v chladicim zafizeni plynu, ktery je umistén pfed adsorptni jednotkou, ale také samotnym zachytem
na aktivnim uhli v adsorbéru. V bioplynu byly nalezeny 4 rody mikroorganismu (tab. 1). Nejéetné&ji byl zastoupen
rod Desulfovibrio redukujici sulfaty a siru na sulfan, ktery s vodou vytvari kyselé prostfedi a zvySuje riziko vzniku
koroze. Ke vzniku koroze také pfispivaji mikroorganismy druhu Clostridium leptum, které se podili na
kyselinotvorné fazi v procesu fermentace.[5] Nejméné zastoupenym, ale potencialné nejzajimavéjSim rodem jsou
Enterobacteriaceae, které vprocesu fermentace S$tépi cukry a redukuji dusiCnany na dusitany.
Enterobacteriaceae pfedstavuji rozsahlou skupinu zahrnujici rizné druhy patogend, jako napf. Salmonella.
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Tab. 1 MnoZstvi a druh mikroorganisma v bioplynu

Brno 2010

e i e
Celkem bunék 7,630 3,100

C.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 %)

PCR + DGGE

Vytvofeny DGGE profil ukazuje jednotlivé bakterialni druhy pfitomné v bioplynu a ve fermentoru a dokazuje, ze
kal obsahuje odliSné druhy mikroorganismd oproti bioplynu (obr. 1). Bandy oznacené v gelu Cisly byly z gelu
vyfiznuty a nasekvenovany. VSechny ziskané sekvence byly porovnany se znamymi sekvenci v GenBank
databazi a vykazovaly minimalné 93 % shodnost. Jednotlivé druhy jsou detailnéji popsany v tab. 2. Nejcetngji byl
zastoupen kmen Proteobacteria.
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DGGE profil bioplynu a fermentovaného kalu z COV Bubened

Tab. 2 Popis jednotlivych druh mikroorganism(i z DGGE [6,7,8]

Vzorek | Nazev [So/:]]O ee Klasifikace Specifikace
Proteobacteria;

18.22 | Ecol 100 Gammaprotelobac.tena; ze strevni mlkrplory, mUze
Enterobacteriales; produkovat toxiny
Enterobacteriaceae;
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Proteobacteria;
19 Pseudomonas 95 Gammaproteobacteria; redukuji dusi¢nany na dusitany,
sp. Pseudomonadales; oportunni patogen
Pseudomonadaceae
Leucobacter sp. Actinobacteria; Actinobacteridae; -
20 Mvcetocola 93 Actinomycetales; Micrococcineae; i
y Microbacteriaceae
Butyvibrio sp. - ) . S . vy
21 Pseudobutyvibrio | 99 Flrmlcuteg, Clostridia; Clostridiales; ze stfevnl mikrofléry, $tépi
o Lachnospiraceae celuldzu
ruminis
Uncultured produkuje smés kyselin (kys.
23 Bacteroidetes 99 Bacteroidetes propionova, mlééna, octova),
bakterium muze zpusobovat infekce
Uncultured beta - . . , x
24 proteobacterium 99 Proteobacteria; Betaproteobacteria typicky pro odpadni vody (COV)
. Proteobacteria; Alphaproteobacteria; | ... . . ,
Sphingomonas . ) S$tépi polysacharidy, aerobni
- 99 Sphingomonadales; RO )
sp. . druh, miZe zpUsobovat infekce
Sphingomonadaceae

ZAVER

Pomoci metod molekularni biologie bylo zji$téno, Ze bakterie jsou schopny pfechédzet do bioplynu a jejich
mnozstvi je pfiblizné stejné jako mikrobialni zneCisténi vzduchu (cca. 8 mil.m-). Podle naSich vysledkd nejcastéji
do bioplynu pfestupuji zastupci dvou bakterialnich kmen(, a to Proteobakterii a Firmicutes. Nékteré druhy
mikroorganismu vykazuji Skodlivé Ucinky na lidsky organismus a jiné napfiklad zvySuji riziko koroze. Mnohé, a
v bioplynovych fermentorech je to vétSina, druhy mikroorganismu nejsou dosud rozeznany a popsany, tudiz neni
znam ani jejich vyznam ve fermentaénim procesu a jejich vliv na okoli. S lepSim porozuménim mikrobialni
populace v bioplynu Ize zamezit korozi potrubi a zafizeni ¢i pfipadnému Sifeni patogennich mikroorganismd.
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