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1. Prezentacja danych ogélnych dotyczacych habilitantki
Imi¢ i nazwisko: Anna Szafranek-Nakonieczna
Adres stuzbowy: Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska
Instytut Biotechnologii
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Srodowisku
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta 11
ul. Konstantynoéw 1 I, 20-708 Lublin

1.1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej

19.06.2001 — tytut magistra ochrony srodowiska uzyskany na Wydziale Matematyczno-
Przyrodniczym Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawta II. Studia zakonczone
wynikiem bardzo dobrym. Tytut pracy magisterskiej: ,,Emisja NOx i SO2 w poblizu pasma
jezdni w cyklu dobowym”. Praca wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii

Stepniewskie;j.

28.10.2009 — stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, uzyskany na
Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana
Pawla II. Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Wplyw warunkéw S$rodowiskowych na
aktywnos¢ metanogenow i metanotrofow w wybranych zlozach torfu Poleskiego
Parku Narodowego”. Promotorem rozprawy byt $p. dr hab. Riccardo Paolo Bennicelli,

prof. KUL.

2. Informacje o przebiegu pracy naukowej

2001 -2010 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat
Matematyczno-Przyrodniczy (obecnie Wydzial Biotechnologii i
Nauk o Srodowisku), Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska,
asystent naukowo-dydaktyczny

2010 — do Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta 11, Wydziat
chwili obecnej ~ Biotechnologii i Nauk o Srodowisku, Katedra Biochemii i Chemii
Srodowiska, adiunkt naukowo-dydaktyczny
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3. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2017 r. poz. 1789):

"Konwersja materii organicznej z udzialem metanogenow i metanotrofow"

3.1. Publikacja wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego; autorzy, tytuly publikacji, rok
wydania

Al. Szafranek-Nakonieczna Anna™, Stepniewska Zofia, Aerobic and anaerobic respiration
in profiles of Polesie Lubelskie peatlands, International Agrophysics, 2014, 28, 2, 219-229.
DOI: https://doi.org/10.2478/intag-2014-0011.

IF2013 1,142; IF51emi:1,167; punktacja MNiSW2014: 25; liczba cytowan (wg bazy Web of
Science): 14

A2. Szafranek-Nakonieczna Anna*, Stepniewska Zofia, The influence of the aeration status
(ODR, Eh) of peat soils on their ability to produce methane, Wetlands Ecology and
Management, 2015, 23:665-676, DOI 10.1007/s11273-015-9410-x.

IF2014 1,274; 1F5 1etnic 1,886; punktacja MNiSW2o1s: 30; liczba cytowan (wg bazy Web of
Science): 6

A3. Szafranek-Nakonieczna Anna®™, Zheng Yanhong., Stowakiewicz Mirostaw, Pytlak Anna,
Polakowski Cezary, Kubaczynski Adam, Bieganowski Andrzej, Banach Artur, Wolinska
Agnieszka, Stgpniewska Zofia, Methanogenic potential of lignites in Poland, International
Journal of Coal Geology, 2018, 196, 201-210. https://doi.org/10.1016/j.c0al.2018.07.010.

1F2017 4,130; IF5 1emi:5,451; punktacja MNiSW2o16: 40; liczba cytowan (wg bazy Web of
Science): 1

Ad4. Szafranek-Nakonieczna Anna™, Stepniewska Zofia, Pytlak Anna, Potencjalna
mozliwo$¢ wykorzystania metanogendow torfowiskowych w zgazowywaniu materialow o
réznym stopniu uweglenia — rozdziat w monografii ,,Energia i $rodowisko w produkc;ji,
zarzadzaniu 1 logistyce — wybrane problemy, Lublin 2016, 93-102.

IF2015 --; IF5 1emi: --; punktacja MNiSWao16: 2,5; liczba cytowan (wg bazy Web of
Science): 0
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A5. Szafranek-Nakonieczna Anna™, Wolinska Agnieszka, Zielenkiewicz Urszula,
Kowalczyk Agnieszka, Stepniewska Zofia, Blaszczyk Mieczystaw, Activity and identification
of methanotrophic bacteria in arable and no-tillage soils from Lublin region (Poland). Microbial
Ecology, 2019, 77, 701-712. https://doi.org/10.1007/s00248-018-1248-3 (opublikowana online
01.10.2018).

1F2017 3,614; 1F51emi:3,710; punktacja MNiSW2o16: 35; liczba cytowan (wg bazy Web of
Science): 0

A6. Pytlak Anna™, Stepniewska Zofia, Kuzniar Agnieszka, Szafranek-Nakonieczna Anna,
Wolinska Agnieszka, Banach Artur, Potential for aerobic methane oxidation in Carboniferous
coal measures, Geomicrobiology Journal, 2014, 31 (8), 737-747. DOL:
10.1080/01490451.2014.889783

1F2013 1,804; IF5 1emi:2,166; punktacja MNiSW2014: 30; liczba cytowan (wg bazy Web of
Science): 5

B _ autor korespondencyjny

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania czasopism, w ktorych ukazaly si¢ publikacje
wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania: 11,964 i/lub

14,380 (uwzgledniajac IFs temi)

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego,

zgodnie z rokiem opublikowania: 162,5 (zgodnie punktacja obowigzujagca w roku 2016: 152,5)
Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego, stan na dzien
24.04.2019 (wg bazy Web of Science): 26

Oswiadczenia wspotautorow o udziale wtasnym w przygotowaniu prac wchodzacych w sktad

osiggnigcia naukowego udokumentowano w Zalaczniku nr 7.

3.2. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Osiggnigcie naukowe, stanowigce podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora

habilitowanego stanowi 6 prac opublikowanych w latach 2014-2019, pod wspolnym tytutem:

"Konwersja materii organicznej z udzialem metanogenow i metanotrofow"

3.2.1. Wprowadzenie
Materia organiczna jest jednym z podstawowych komponentow skorupy ziemskiej,

sktadajacym si¢ z obumartych szczatkéw roslin 1 zwierzat, a takze produktéw ich rozkladu,
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a wiec zawierajacym zwiazki wegla pochodzenia organicznego. Pod wzglgdem chemicznym sg
to weglowodany, thuszcze, woski, taniny, ligniny, biatka i aminokwasy (Thormann, 2011).
Zaleznie od warunkoéw aeracyjnych panujacych w srodowisku, w ktérym zachodzi odktadanie
materii organicznej, moze by¢ ona magazynowana lub efektywnie rozktadana. W srodowisku
gleb mineralnych, zwlaszcza uprawnych materia organiczna ulega dynamicznym
przeksztalceniom, ktore powoduja, ze tylko jej niewielka cze$¢ pozostaje w glebie. Odmienna
sytuacja ma miejsce w ekosystemach, ktére ksztattujg si¢ na nieprzepuszczalnym podtozu,
sprzyjajacym retencji wody. W warunkach duzej wilgotnosci pojawiaja si¢ deficyty tlenu, co
W znacznym stopniu ogranicza mineralizacj¢ materii organicznej. Takimi ekosystemami s3
gleby torfowe, w ktorych obumierajace szczatki roslin staja si¢ kolejng warstwg torfu
1 biotopem dla pozostajacych we wzajemnych relacjach organizmow: bakterii, archeonow,
grzybow, nicieni, roztoczy i ro$lin (Kamal i Varma 2008). Przy sprzyjajacych warunkach
klimatycznych, tj. utrzymywaniu si¢ duzej wilgotno$ci w miejscu powstawania torfowiska,
proces odktadania moze trwac tysigce lat, jak ma to miejsce w przypadku torfowisk z obszaru
Polesia Lubelskiego (Dobrowolski 1 in., 2009).

Torf jest prekursorem wegli kopalnych. Anaerobowa transformacja torfowej materii
organicznej, zgromadzonej w pradawnych torfowiskach, gléwnie za przyczyna
mikroorganizméw, doprowadzita do powstania kwasow humusowych z ligniny i celulozy,
a w dalszej kolejnosci do ich maceracji i zaggszczenia, czemu towarzyszyl proces
biologicznego formowania metanu (CHs4). W kolejnym etapie przemian substancji
weglotworczej, ktore przebiegato z chwilg przykrycia torfowiska, nastgpito odwodnienie
1 zmniejszenie porowatosci zgromadzonego materiatlu pod wptywem temperatury i ci$nienia,
czyli proceséw geologicznych i geochemicznych, co doprowadzito do wyksztalcenia wegla
brunatnego. W poroéwnaniu z torfem wegiel brunatny charakteryzuje si¢ wzrostem zawartosci
C oraz zmiang struktury zwigzkdéw chemicznych, polegajacg na przemianach w tancuchach
bocznych 1 ich rozktadzie (dehydratacja, dekarboksylacja). W wyniku dalszych przemian,
wywolanych intensyfikacja czynnikow geologicznych (cis$nienia i temperatury) nastgpowata
kondensacja pierscieni aromatycznych. Kazda z kolejnych przemian prowadzita do powstania
bardziej ztozonych produktow, ktore tworzg tzw. szereg weglowy: torf — wegiel brunatny —
wegiel kamienny — antracyt — grafit (Keppeler 2006, Probierz 2012). Na kazdym z etapow
wspomnianego szlaku weglowego wydzielany byl metan, poczatkowo bedacy efektem

procesOw o naturze biologicznej, a nastepnie procesow termicznych.
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Przeksztatcenie ztozonych zwigzkéw organicznych do prostszych organicznych
(metanu) i nieorganicznych (ditleneku wegla) z udziatem mikroorganizmow odgrywa kluczowa
role w globalnym cyklu wegla. W zalezno$ci od struktury chemicznej, zwiazki jakie tworza
materi¢ organiczng rozkladane sg szybko (cukry, skrobie 1 biatka), wolno (celuloza, tluszcze,
woski i zywice) lub bardzo wolno (lignina, inne zwiazki pier§cieniowe). Predkos¢ rozktadu
zalezy zatem od jako$ci materii/zwigzkéw organicznych, parametrow fizykochemicznych
srodowiska, a przede wszystkim od obecnosci mikroorganizmow i ich zdolnosci do rozktadania
poszczegolnych grup zwigzkéw organicznych. Jednym 2z najwazniejszych czynnikow
determinujacych tempo rozktadu materii organicznej jest dostepnos¢ tlenu. Reakcje, w ktorych
tlen jest ostatecznym akceptorem elektronéw s3 znacznie bardziej korzystne energetycznie,
przez co rozktad w warunkach aerobowych jest znacznie szybszy niz w warunkach
anaerobowych, a jego gtéwnym produktem jest ditlenek wegla (COz). Przy ograniczonej
dostgpnosci tlenu w S$rodowisku, w nastepstwie np. duzej wilgotno$ci, mikroorganizmy
wykorzystujg inne akceptory elektronéw (np. azotany, siarczany), ktore sg mniej efektywne
z punktu widzenia termodynamiki procesu. W warunkach tych rozktad materii organicznej
zachodzi mniej intensywnie a w jego efekcie powstaje gtownie metan (Mesle i in., 2013).

Za proces formowania CHs odpowiedzialne sa metanogeny, wyjatkowa grupa
autotroficznych, anaerobowych mikroorganizmoéw, posiadajacych unikalng wséréd zywych
organizméw zdolno$¢ wytwarzania metanu, jako jednego z produktow procesu
metabolicznego. Taksonomicznie metanogeny zgrupowane zostaty w 5  klasach:
Methanobacteria, Methanococci, Methanomicrobia, Methanopyri oraz Thermoplasmata
nalezace do typu Euryarchaeota, domeny Archaea. Wedlug ostatnich doniesien, na podstawie
analiz metagenomicznych postuluje si¢, ze réwniez niektorzy przedstawiciele typow
Bathyarchaeota 1 Verstraetearchaeota posiadajg zdolno$¢ wytwarzania metanu (Evans i in.,
2015; Vanwonterghem 1 in., 2016). Metanogeny to mikroorganizmy zréznicowane pod
wzgledem wymagan $rodowiskowych. Sa zdolne do wzrostu w warunkach skrajnie
ekstremalnych temperatur, pH, zasolenia czy ci$nienia. Od bakterii r6Znig si¢ m.in. budowa
$ciany 1 blony komorkowej, a takze wymaganiami substratowymi. Warunkami koniecznymi do
zaistnienia procesu metanogenezy s3: ograniczony dostep S$wiatta, siarki, azotanow,
wystepowanie wlasciwego substratu weglowego, niski potencjat oksydoredukcyjny, ale przede
wszystkim warunki anaerobowe. W obecnosci tlenu nast¢gpuje bowiem degradacja enzymow
uczestniczgcych w szlaku metanogenicznym, takich jak np. reduktaza metylo-koenzymu M
(MCR), a w konsekwencji catkowite zahamowanie wzrostu i aktywnosci metanogenow (Nagle

1 Wolfe 1983, Cedervall i in., 2010). Metanogeny, podobnie jak wszystkie archeony ograniczaja
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si¢ do wykorzystywania prostych zwigzkow jako zrodla wegla i energii. Gloéwne szlaki
metaboliczne metanogenicznych Archaea to: metanogeneza hydrogenotroficzna (substratami
sa ditlenek wegla 1 wodor), acetotroficzna (octany) i metylotroficzna (zwigzki metylowane, jak:
metanol, metyloaminy, metylosiarczki) (Jones 1 in. 2008, Buran 2018). Poniewaz wigkszos¢
metanogenow nie jest w stanie metabolizowa¢ zwigzkow wegla zawierajacych wigeej niz jeden
atom tego pierwiastka, a materia organiczna zbudowana jest z szerokiej gamy zwigzkow
chemicznych dlatego tez konwersja materii organicznej do CHs jest mozliwa tylko dzigki
kooperacji metanogenow i bakterii. Bakterie te (gldwnie z rodzaju Clostridium, Bacteroides i
Acetobacterium) wstepnie rozkladaja duze molekuly organiczne, np. celuloz¢ do prostych
substancji (w procesie hydrolizy, acidogenezy i acetogenezy) (Demirel i Scherer 2008).

Ze wzgledu na to, ze CHs jest gazem cieplarnianym (o ponad 28-krotnie wigkszej
wydajnosci w zatrzymywaniu promieniowania cieplnego w poréwnaniu z COz) bardzo wazny
jest rodwniez proces jego usuwania z atmosfery (Esson 1 in., 2016). Znaczna czg$¢
atmosferycznego CHs jest usuwana w troposferze na drodze reakcji fotochemicznych
z rodnikiem hydroksylowym (OH"). Drugim waznym elementem decydujacym o stg¢zeniu CHg
w atmosferze sa bakterie metanotroficzne, dla ktorych metan jest zrodtem zaréwno wegla jak
1 energii (Sabrekov i1 in., 2016). Proces biologicznego utleniania metanu zachodzi juz
bezposrednio w $rodowisku jego powstawania (np. w natlenionych warstwach torfowisk),
dzigki czemu dochodzi do ograniczenia, jednak nie catkowitej eliminacji, emisji CH4 do
atmosfery. Atmosferyczny metan moze by¢ réwniez utleniany przez metanotrofy zasiedlajace
ekosystemy, ktore majg kontakt z powietrzem atmosferycznym, np. powierzchniowe poziomy
gleb (Sengupta i Dick, 2017).

Tlenowe bakterie metanotroficzne to podgrupa bakterii metylotroficznych, nalezacych
do klas: Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria 1 Verrucomicrobia (Kravchenko
1 Sukhacheva, 2017). W oparciu o szlaki asymilacji wegla, filogeneze, chemotaksonomig
1 strukturg bton wewnetrznych, metanotrofy zostaty podzielone na dwa typy (11 1I). Typ I skupia
metanotrofy charakteryzujace si¢ niskim powinowactwem do metanu (st¢zenie metanu
powyzej 40 ppm), dominujace w Srodowiskach zasobnych w CHjy 1 sktadniki odzywcze lecz
ubogich w tlen. Typ II metanotrofow, to przede wszystkim metanotrofy o wysokim
powinowactwie do metanu (zdolne do utleniania CH4 w stezeniu ponizej 40 ppm), wystepujace
gléwnie w Srodowiskach ubogich w metan i azot, ale bogatych w tlen (Ho 1 in., 2013). Do typu
I zalicza sg przedstawicieli rodziny Methylococcaceae (klasa Gammaproteobacteria), podczas
gdy typ II obejmuje przedstawicieli rodzin Methylocystaceae 1 Beijerinckiaceae z klasy

Alphaproteobacteria (Serrano-Silva i in., 2014; Sengupta i Dick, 2017). Utlenianie metanu w
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warunkach aerobowych jest katalizowane przez monooksygenaze metanowa (MMO), ktéra
moze wystepowaé w formie czasteczkowej (pMMO) lub rozpuszczonej (sMMO), w zaleznosci
od dostepnosci miedzi w srodowisku (Ghashghavi i in., 2017).

Metan jest roOwniez cennym substratem energetycznym, dlatego tez zjawisko
metanogenezy jest wykorzystywane w biogazyfikacji roznego rodzaju odpadoéw organicznych.
W ostatnich latach trwaja na calym $wiecie intensywne badania nad mozliwos$cia gazyfikacji
wegli kopalnych do czystszej formy energii jaka jest biogaz. Ze wzgledu na strukture zwigzkow
chemicznych, wchodzacych w sktad wegli: kondensacje, duza zawarto$¢ zwigzkow
pierScieniowych, jest to trudny substrat dla mikroorganizméw, zwlaszcza w warunkach

beztlenowych, ktore musza by¢ zapewnione dla wzrostu metanogendw.
3.2.2. Cel badan

Konwersja materii organicznej w warunkach anaerobowych, w réznych srodowiskach
prowadzi do wytworzenia metanu, ktory jesli nie zostanie utleniony i wzbogaci atmosfere
bedzie potegowat efekt cieplarniany. Z tego wzgledu rozpoznanie dynamiki proceséw
metanogenezy 1 metanotrofii oraz uwarunkowan s$rodowiskowych jest niezwykle wazne
1 stanowi przedmiot moich zainteresowan naukowych.

Celem badan przedstawionych w osiggni¢ciu naukowym byto:

v wyznaczenie wydajnosci anaerobowej konwersji materii organicznej o réznym
stopniu przeksztatcenia do metanu [publikacje: A1, A2, A3],

v' wyznaczenie parametrow warunkujacych zjawiska metanogenezy i metanotrofii
w roznych §rodowiskach [publikacje: A2, A3, A4, AS, A6],

v' wykazanie i porownanie wydajno$ci mikroorganizméw w utlenianiu metanu
w $rodowiskach: glebowym i glebokiej biosferze [publikacje: AS, A6],

v’ analiza mozliwo$ci zastosowania konsorcjow mikroorganizmow torfowych

w gazytfikacji wegli kopalnych [A4].
3.2.3. Szczegolowe omowienie prac stanowiacych osiagniecie naukowe

Biologiczne wytwarzanie CH4 jest unikalng wtasciwos$cig metanogenicznych Archaea,
ktore jednak nie bylyby do tego zdolne bez udziatu bakterii. To wtasnie dzigki aktywnosci
bakterii rozkladane sa wielkoczasteczkowe struktury, tworzace materi¢ organiczng do
prostszych zwiagzkow, jak: Ha 1 CO., octany, zwigzki metylowane, ktére stanowig odpowiednie
substraty dla metanogenow. Obecno$¢ bakterii tlenowych, mikroaerofilnych oraz fakultatywnie
tlenowych procz udzialu w dekompozycji materii organicznej, zapewnia odpowiednie warunki

do aktywno$ci metanogendéw poprzez wykorzystanie obecnego w srodowisku tlenu. Poznanie
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powigzan pomiedzy poszczegdlnymi parametrami a mikroorganizmami jest kluczem do
zrozumienia cyklu biogeochemicznego wegla w glebach torfowych.

Miarg aktywno$ci ogétu mikroorganizméw zasiedlajacych dane $rodowisko jest ich
aktywnos¢ respiracyjna (RA, ang. respiration activity), dlatego tez realizacj¢ postawionych
przeze mnie celow badawczych rozpocz¢tam od wyznaczenia RA w materiale torfowym.
Korzystajac, z unikalnej w skali kraju, réznorodnos$ci obszaru Polesia Lubelskiego (w regionie
tym znajduje si¢ okoto 800 torfowisk) do badan wybralam torfowiska reprezentujace typy
charakterystyczne dla obszaru Polski oraz Europy Srodkowej. Typy te wydzielane sa w oparciu
0 sposob zasilania torfowisk w wodg, wynikajacy z uksztattowania podtoza na ktéorym si¢ one
rozwijaja oraz ich lokalizacji, determinujacy rodzaj roslinnosci porastajacej torfowiska, ktéra
po obumarciu tworzy kolejne jego poktady. Byty to torfowiska: (1) niskie zasilane wodami
gruntowymi oraz sptywajacymi z okolicznych terendéw, z roslinnosciag zdominowang przez
turzyce; (2) wysokie zasilane wodami opadowymi, porosnigte gtownie przez mchy torfowce
oraz (3) przejsciowe wykazujace cechy zarowno torfowiska niskiego jak
1 wysokiego [A1].

Wybrane do badan torfy réznity si¢ parametrami fizykochemicznymi, takimi jak: pH,
stopien rozkladu materii organicznej, wilgotno$¢, zawarto$¢ wegla organicznego (TOC, ang.
total organic carbon), przewodnictwo elektrolityczne (EC, ang. electrolytic conductivity) oraz
zawarto$¢ biogennych form azotu. Poniewaz w torfowiskach mozliwe jest czasowe natlenienie,
na skutek obnizenia poziomu wod gruntowych zwigzanych z warunkami pogodowymi, dlatego
tez inkubacje¢ torfow prowadzitam w warunkach aerobowych (AE, ang. aerobic, powietrze
atmosferyczne) oraz anaerobowych (AN, ang. anaerobic, atmosfera helu) w temperaturze od 5
do 20°C. Badaniami objetam profile o porownywalnej migzszosci (0-80 cm) z podziatem na
strefy (20 cm kazda). Wykazalam RA w kazdym z badanych torfow, w zakresie 0,018-0,497
oraz 0,013-0,227 g CO2 kg s.m.”" d”!, odpowiednio w warunkach aerobowych i anaerobowych.
Dostepnos¢ tlenu statystycznie istotnie modyfikowala RA (p < 0,05). Brak tlenu jako
ostatecznego akceptora elektronow powodowal obnizenie RA nawet o 77%, jednak
w niektorych przypadkach wyznaczono porownywalne wartosci RA w obydwu wariantach jak
np. w torfie z poziomu 0-20 c¢m, z torfowiska wysokiego inkubowanym w temperaturze 20°C
lub nawet nizsze w warunkach aerobowych, jak miato to miejsce w glebszych poziomach tego
torfowiska. Moze to §wiadczy¢ o dostosowaniu mikrobiomu do warunkéw aeracyjnych in situ.
Mikroorganizmy zasiedlajace torf niski i przejSciowy byly bardziej wrazliwe na wzrost
temperatury w warunkach AE, wartosci wspotczynnika Q10 (ang. temperature quotient) (od

4,15 do 8,72) byly $rednio dwukrotnie wyzsze niz w warunkach AN (1,17-5,54), natomiast
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w torfowisku wysokim wyznaczono poréwnywalne wartosci w obydwu wariantach ($rednia dla
profilu to ok. 5,4). Wspétczynnik RQ (ang. respiratory quotient) wyznaczony w aerobowe;j
cze$ci doswiadcezenia przyjmowat wartosci zblizone do 1, co $wiadczy o utlenianiu kwasow
organicznych (np. fulwowych, huminowych) (Brzezinska 2006). Wykazalam ponadto, ze
potozenie w profilu oraz stopien rozktadu materii organicznej negatywnie wptywaty na RA,
zarbwno w warunkach aerobowych, jak i anaerobowych, podczas gdy w przypadku EC oraz
stezenia azotu w formie azotynowej wptyw byt pozytywny.

Poniewaz metanogeny to mikroorganizmy anaerobowe, a obecnos¢ tlenu w srodowisku
jest dla nich toksyczna, w dalszej czg$ci badan wyznaczytam graniczne parametry aeracyjne,
przy ktorych wystepowala aktywnos$¢ metanogeniczna [A2]. Do badan tych wybratam glebeg
pochodzacg z profilu (0-80 cm) torfowiska niskiego (ten typ torfowisk dominuje na obszarze
Polski), charakteryzujaca si¢ najmniejszym spo$rod badanych przeze mnie gleb torfowych
[A1], stopniem rozktadu materii organicznej, a zatem duza dostepnoscia zwigzkow wegla. Jako
wskazniki stanu natlenienia zastosowatam (1) potencjal oksydoredukcyjny (Eh), ktory jest
wypadkowg proceséw utleniania 1 redukcji w srodowisku oraz (2) wydatek dyfuzji tlenu (ODR,
ang. oxygen diffusion rate), ktory pozwala okresli¢ ilos¢ dostgpnego w glebie tlenu
czasteczkowego (pierwotnie stosowany do pomiaru dostgpnosci tlenu dla korzeni roslin). Byty
to pierwsze badania, w ktorych w warunkach laboratoryjnych, zastosowano ODR jako
wskaznik metanogenezy. Doswiadczenie prowadzitam w dwoch wariantach: aerobowym (AE)
oraz anaerobowym (AN), w zakresie temperatur 5-20°C. Wykazatam, ze zastosowane
wskazniki stanu aeracji: Eh 1 ODR byly $cisle powigzane z wytwarzaniem metanu przez
metanogeniczne spotecznos$ci mikrobiologiczne. Aktywno$¢ metanogeniczna (MGA, ang.
methanogenic activity) wyznaczona w wariancie AN mie$cila si¢ w przedziale 20,3-71860 pg
CH4 kg s.m.”'-d’!, podczas gdy w wariancie AE siegala maksymalnie 15610 pg CHa kg
s.m.”!-d"!. Otrzymane wyniki sugeruja zatem, ze metanogeny zamieszkujace naturalne torfy
mogg przetrwaé warunki czasowego natlenienia (ODR> 60 pg O> m™ s!, Eh> + 400 mV).
Warto$¢ graniczna Eh ustalona dla procesu metanogenezy w badanym torfie wynosita +240
mV, natomiast w przypadku ODR bylo to 20 ng O> m? s™!. Wyznaczone wartosci Eh sa wyzsze
niz wczesniej opisane dla gleb torfowych (ponizej -75mV) z innych regionéw $wiata.
Wykazatam ponadto, ze temperatura ma znaczacy wplyw na wartosci wskaznikéw natlenienia
wymaganych do zaistnienia metanogenezy. Wraz z obnizeniem si¢ temperatury (z 20 do 10
i do 5°C), nizsze wartosci wskaznikoéw natlenienia byly wymagane aby wystgpita
metanogeneza. Czas potrzebny do wytworzenia, w uktadach do$§wiadczalnych, warunkow

odpowiednich do produkcji metanu (stwierdzenia obecnosci CH4) wahat si¢ od 3 do 259 dni,
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w zalezno$ci od temperatury 1 gltebokosci w profilu, z ktérego pochodzit badany torf. Stres
tlenowy w potaczeniu z niskg temperaturg (5°C) skutecznie zahamowat proces metanogenezy
w obrebie catego badanego profilu torfowego (0-80 cm). W ciggu 300 dni trwania
eksperymentu nie stwierdzono obecno$ci metanu w atmosferze nad inkubowanymi probkami
torfu. W pozostalych wariantach temperaturowych (10 i 20°C), w nastepstwie stresu
oksydacyjnego, zaobserwowano spadek MGA o 28 - 99% w stosunku do warunkow
anaerobowych. Aktywno$¢ metanogeniczna zmieniata si¢ wraz z glebokoscig w profilu
torfowym. Okoto czterokrotnie wyzsza MGA charakteryzowala poziom wierzchni (0—40 cm)
w poréwnaniu z glebszg strefa (40-80 cm). Rozktad aktywnosci metanogenicznej w profilu jest
zgodny z wykazang wczesniej przeze mnie (w pracy Al) wydajnoscig mikroorganizméw w
degradacji materii organicznej, ktéra byta zdecydowanie wyzsza w strefie 0-40 cm niz 40-80
cm.

Wyniki moich badan potwierdzity, ze ODR moze by¢ stosowany jako wskaznik
metanogenezy w glebach organicznych. Wykazalam bowiem statystycznie istotne, odwrotnie
proporcjonalne zaleznosci pomiedzy ODR 1 produkcjg metanu, analogicznie jak w przypadku
Eh, a takze $cisla zalezno$¢ pomiedzy ODR 1 Eh (p <0,001). Wyznaczone korelacje wskazuja
na mozliwos$¢ wlaczenia tych wskaznikow (Eh, ODR) jako czynnikéw w modelowaniu emisji
metanu z gleb torfowych. Ponadto stosunkowo wysokie wartosci zarowno Eh jak i ODR, przy
ktérych stwierdzono efektywny proces metanogenezy, moga S$wiadczyé o istnieniu
mechanizmow chronigcych metanogeny przed stresem tlenowym. Moze by¢ to wynikiem
niejednorodnej struktury gleby 1 istnienia obok siebie mikrosiedlisk natlenionych
1 anaerobowych lub wystgpowania metanogendéw w konsorcjum z bakteriami, ktore chronig
komorki archeonow przed bezposrednia ekspozycja na tlen.

Badanie aktywnosci metanogenicznej kontynuowatam na weglach brunatnych, ktore
stanowig nastepne ogniwo w szeregu weglowym po torfach. Skupitam si¢ na wyznaczeniu
naturalnego potencjalu metanogenicznego dwu gtéwnych zt6Zz wegla brunatnego w Polsce
(Betchatow 1 Turow), ktore wytworzyty sie w okresie od paleocenu do p6znego miocenu [A3].
Mikrobiologiczne zgazowanie wegli cieszy si¢ w ostatnich latach duzym zainteresowaniem ze
wzgledu na konieczno$¢ opracowania bardziej przyjaznych dla srodowiska metod produkcji
energii. Wlasciwe okreslenie aktualnego potencjalu metanogenicznego wegli wymaga
wieloplaszczyznowego podejscia. Pierwszy problem dotyczy odrdznienia gazu pochodzacego
z procesOw biologicznych (metanogenezy) od formowanego w skorupie ziemskiej gazu

geogenicznego. W tym celu przeprowadzono analiz¢ frakcjonowania stabilnych izotopow
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wegla §'3C w CO, i CHy, ktéra potwierdzita biologiczne pochodzenie gazéw wystepujacych we
wszystkich z badanych wegli.

Kolejny problem stanowila naturalna zdolno$¢ wegli do retencji formowanego gazu.
Rozroznienie metanogenezy od fizycznej desorpcji gazéw wymagato zastosowania kontroli
biologicznych zawierajacych sulfonian 2-bromoetanu (BES), ktory jest inhibitorem
metanogenezy. Potencjal  metanogeniczny =~ wyznaczony  zostal w  oparciu
o dlugoterminowe inkubacje wegli, pochodzacych z gornej i dolnej strefy zt6z Kopalni Wegla
Brunatnego Belchatow (ztoze o migzszosci 44 m, badane probki pochodzily odpowiednio
z glebokosci 112 1 156 m ponizej powierzchni gruntu) i Turdéw (ztozZe o migzszosci 85 m, badane
probki pochodzity odpowiednio z glgbokosci 170 1 255 m ponizej powierzchni gruntu),
w temperaturze od 10 do 40 °C. Wydzielanie CH4 potwierdzitam we wszystkich badanych
probkach wegla brunatnego, niezaleznie od zastosowanej kombinacji (z lub bez BES), co
wskazuje, ze nastgpowato jednak uwalnianie CH4 przez desorpcje z porowatej matrycy
weglowej. Jedynym weglem brunatnym, w ktorym wystgpowata wyrazna dominacja ilosci
gazu uwolnionego z wegla brunatnego w pordwnaniu z kontrola (z dodatkiem BES) byl wegiel
pochodzacy z gornej czesci pokladu kopalni Belchatow (BCB-W1), gdzie produkcja CHa
w 30°C osiggneta 0,064 ng g! dzien! i byla prawie trzykrotnie wyzsza niz w kontroli.
Wystepowanie metanogenezy w innych badanych weglach brunatnych nie moze by¢
calkowicie wykluczone, poniewaz &8'°C wskazuje na biogenne pochodzenie gazu we
wszystkich probkach, jednak tempo metanogenezy moze by¢ w nich zbyt powolne, aby mozna
to byto stwierdzi¢ w stosowanych eksperymentalnych ramach czasowych (340 dni).

W pracy tej [A3] podjetam si¢ rowniez rekonstrukcji warunkow paleosrodowiskowych,
w celu wyjasnienia, w jaki sposob srodowisko formowania zt6z wegla brunatnego wptywato
na proces metanogenezy. Jako wskazniki wybratam biomarkery lipidowe: tetraetery
izoprenoidowe (IGDGT, z ang. isoprenoid glycerol dialkyl glycerol tetraether) i rozgal¢zione
(brGDGT, ang. branched glycerol dialkyl glycerol tetracther). Czasteczki te stanowig
»archiwum” informacji na temat réznorodnosci i przesztej aktywnosci mikroorganizméw
wystepujacych w okreslonej warstwie osadow. Wykazatam, ze we wszystkich lignitach
zawartos¢ GDGT-0 (lipidow pochodzacych od metanogendéw) stanowita minimalnie 57%
og6hu iGDGT, a najwyzszg ich zawarto$cia (ponad 66%) charakteryzowat si¢ wegiel pobrany
z gérnych partii poktadu wegla brunatnego z kopalni Belchatow (BCB-W1, z glebokosci 112
m ponizej powierzchni gruntu). Dominujacymi w ogdlnej puli lipidow byty formy brGDGT
pochodzenia bakteryjnego, z wyjatkiem wegla BCB-W1, w ktoérym to przewazaty lipidy

wytwarzane przez Archaea. Dodatkowo, rekonstrukcja warunkéw klimatycznych,
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przeprowadzona poprzez obliczenie wskaznikow: pH oraz S$redniej rocznej temperatury
(MAAT, ang. mean annual air temperature), na podstawie GDGT, wykazata ze formowanie si¢
wegli zachodzito przy pH 4,9-6,99, w temperaturze 14,3-20,3°C. Mimo, ze w kazdym z wegli
wykazano obecno$¢ markerow lipidowych pochodzacych od metanogenow, to aktywnosc
metanogeniczng potwierdzitam jedynie w weglu BCB-WI1, ktory charakteryzowat sig
najwigkszym udziatem GDGT-0 w puli GDGT oraz ktérego formowanie zachodzito
w obojetnym pH (6,99), najbardziej odpowiednim dla rozwoju metanogendw.

Potwierdzilam tez, ze inaktywacja szlakow metanogenicznych przez BES powodowata
stymulacj¢ wydzielania CO», co sugeruje obecno$¢ aktywnej spolecznosci bakteryjnej,
przypuszczalnie zaangazowanej w rozktad lignin.

Poniewaz naturalny potencjal metanogeniczny wegli brunatnych jest stosunkowo
niewielki, dlatego nalezy rozwazy¢ mozliwos$¢ biostymulacji tego procesu przez allochtoniczne
konsorcja mikroorganizmow. W artykule przegladowym [A4] zawartam rozpoznanie
literaturowe na temat rezultatow biostymulacji metanogenezy wegli kopalnych z innych
regionow $wiata (Australia, USA, Chiny). Wysunetam wnioski, iz aby uniknag¢ wprowadzania
wraz z allochtonicznym konsorcjum obcej materii organicznej (co moze dawac falszywie
pozytywne wyniki) wskazana jest stymulacja konsorcjami, ktore mozna hodowa¢ w warunkach
laboratoryjnych, co pozwala tez na zoptymalizowanie warunkéw ich wzrostu. Na podstawie
dostepnych danych literaturowych wskazalam, ze obok zrédlta wegla, zasadniczym
komponentami, wspierajacymi rozwo0j metanogenow sg zwigzki nieorganiczne, takie jak:
NH4CI, KH,PO4, KoHPO4, KCI, MgCl,, CaCly, sole metali: Mn, Fe, Co, Zn, Cu Al, Mo, a takze
zwigzki organiczne takie jak np. peptydy, aminokwasy, puryny, pirymidyna, cukry i witaminy
z grupy B (Jones i in. 2008, 2010; Han i in., 2012).

Dotychczasowe badania potencjatu mikroorganizmow, zasiedlajacych torfy z réznych
regionow $wiata, potwierdzajg ich duzg wydajno$¢ metanogeniczna, podobnie jak wykazatam
to w przypadku torfowisk Polesia Lubelskiego [A2, A4]. Roéznorodno$¢ gatunkowa
metanogenicznych mikroorganizméw torfowych oraz mozliwo$¢ ich hodowli na sztucznych
podiozach pozwala na sformutowanie hipotezy, iz mikroorganizmy te mogag stanowic
potencjalne zrodto inokulatéw efektywnych w rozktadzie wegla kopalnego do metanu.

W mojej pracy badawczej metan zajmowat wazne miejsce takze ze wzgledu na fakt, iz
jego obecno$¢ w atmosferze przyczynia si¢ do poglebiania efektu cieplarnianego, co ma swoje
konsekwencje w obserwowanych zmianach klimatu. W tym kontekscie biologiczne utlenianie
jest waznym, naturalnym procesem przeciwdzialajacym wzrostowi stezenia metanu

w atmosferze.

14|30



dr Anna Szafranek-Nakonieczna, Zalgcznik nr 3

Zjawisko metanotrofii dotychczas zostalo dosy¢ dobrze rozpoznane w $rodowiskach
ladowych, charakteryzujacych si¢ duza zasobnos$ciag w materi¢ organiczna, jak np. torfowiska,
uprawy ryzowe czy tereny podmokte. Potencjat metanotroficzny torfowisk Polesia Lubelskiego
byl migdzy innymi, przedmiotem moich wczesniejszych badan [Zal. 4; I1. A17, A23]. Znacznie
mniej wiadomo na temat procesu utleniania CHs w glebach mineralnych, w szczego6lnosci
uprawnych, poddawanych zabiegom agrotechnicznym. Wiasciwa ocena wptywu uzytkowania
rolniczego na zdolno$¢ gleb do utleniania metanu jest mozliwa tylko przy odpowiednim
doborze prob, uwzgledniajagcym tak wazny aspekt jak zréznicowanie genetyczne gleb. W celu
unikniecia blednej interpretacji zaproponowatam, aby jako kontrole do gleb uprawnych wybrac
gleby od wielu lat nieuprawiane, stanowigce nieuzytki, reprezentujace ten sam rzad i typ.
Dlatego tez do swoich badan [AS5] wytypowalam gleby reprezentatywne dla obszaru
Lubelszczyzny, zgodnie z mig¢dzynarodowa klasyfikacja FAO (The Food and Agriculture
Organization of the United Nations) reprezentujace nast¢pujace rzedy gleb: ptowozieme
(Luvisols, typ Albic Luvisol), rdzawoziemne (Arenosols typ Brunic Arenosol), czarnoziemne
(Chernozems, typ Haplic Chernozem) oraz brunatnoziemne (Cambisols, typ Calcaric
Cambisol). Badajac aktywno$¢ metanotroficzng tych gleb wykazalam, Ze utlenianie CHg
zachodzitlo w szerokim zakresie stg¢zenia dostgpnego metanu, od 0,002 do 10% v/v oraz
temperatur (10-30°C), we wszystkich badanych rzgdach glebach, z wyjatkiem gleby
ptowoziemnej uprawianej. Wyznaczona aktywno$¢ metanotroficzna (MTA) miescita si¢
w zakresie 0,05 - 3200 uMol CHs kg s.m.”! d°!, zaleznie od typu badanej gleby oraz wariantow
eksperymentu. Wsrod badanych gleb najwyzszym potencjatem utleniania metanu, ponad 3200
oraz 1550 pMol CH4 kg s.m.”! d! charakteryzowala sie gleba czarnoziemna, odpowiednio
nieuprawiana 1 uprawiana, podczas gdy najnizszy potencjal wyznaczono dla gleb
brunatnoziemnych, 99 i 53 pMol CH4 kg s.m.! d! odpowiednio w glebie kontrolnej
1 uprawianej. Biorac pod uwage caly zbior uzyskanych danych wykazatam negatywny wplyw
uprawy gleb na ich aktywno$¢ metanotroficzng. W glebach uprawianych MTA byla $rednio
2-krotnie nizsza niz w glebach kontrolnych lub nie zostata stwierdzona jak w przypadku gleby
ptowioziemnej uprawianej. Analiza danych wykazata, ze MTA w sposob statystycznie istotny
byla modyfikowana przez uprawe gleby, dostgpnos¢ substratu, typ gleby oraz temperaturg
(p < 0,05). Badajac wplyw temperatury za pomoca wspotczynnika Q10 wykazatam wieksza
wrazliwo$¢ metanotrofow na wzrost temperatury z 10 na 20°C, niz przy wzro$cie temperatury
z 20 do 30°C. Maksymalna warto$¢ wspdtczynnika Q10 siggata 9,7. W dalszej czesci badan
wykazatam, ze MTA w optymalnych warunkach (30°C i 10% CH4 v/v) byla silnie stymulowana

przez wzrost pH, Eh, TOC, wilgotnosci i stezenia N-NO2. W oparciu o sekwencjonowanie
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nastepnej generacji (NGS, ang. next-generation sequencing), wykonane dla wszystkich
badanych gleb, bakterie metanotroficzne zidentyfikowano jako przynalezne do rodzaju
Methylocystis.  Mikroorganizmy te stanowily —maksymalnie 0,1%  spolecznosci
mikroorganizmow glebowych. Warto podkresli¢, ze bakterie z tego rodzaju posiadajg dwa typy
monooksygenazy metanowej (pMMO), tj. pMMOI1 i pMMO?2, ktére umozliwiaja wzrost
bakterii odpowiednio w $rodowiskach o wysokiej 1 niskiej koncentracji metanu, co wyjasnia
wykazang aktywno$¢ metanotroficzng w tak szerokim zakresie st¢zenia CH4. Ma to réwniez
duze znaczenie ekologiczne w kontekscie zmian i ochrony klimatu.

W mojej pracy badawczej wykazatam rowniez, ze zdolno$¢ do utleniania metanu nie
jest wytacznie cechg ekosystemoéw zwigzanych z powierzchnig Ziemi, ale rowniez z glgboka
biosferg [A6]. Potwierdzitam to wyznaczajgc MTA w skalach towarzyszacych aktywnie
wydobywanym pokladom wegla (poktady 328, 329, 348), pochodzacych ze stropu i spagu,
z Kopalni Wegla Kamiennego Krupinski (Gornoslaskie Zaglebie Weglowe - GZW). Wegle te
charakteryzowaty sie do$¢ wysoka metanonos$noscia (do 7 m® CHa t wegla™l). Inkubacje
w temperaturze 30°C (wybranej na podstawie wczesniejszych badan jako optymalna), przy
wilgotnosci 100% 1 koncentracji metanu 10% v/v wykazaty, Ze kazda ze skat charakteryzowata
si¢ zdolno$cig do utleniania metanu, siegajaca od 100 do 2200 uMol CHs kg s.m.”! d”!. Byly to
wartosci porownywalne do wyznaczonych analogicznie aktywnosci w skatach towarzyszacych
weglom z Kopalni Wegla Kamiennego Bogdanka (Lubelskie Zaglgbie Weglowe - LZW).
Dalsza analiza wykazata, ze badane skaty r6znity si¢ miedzy sobg optymalnymi warunkami dla
MTA. W skatach z kopalni Krupinski byta to wilgotnos¢ 50% oraz 10% CH4 v/v z tendencja
do obnizania MTA wraz ze wzrostem wilgotnosci, podczas gdy w skatach z kopalni Bogdanka
wilgotnos¢ 100%, stezenie CHs wynoszace 20% v/v oraz wzrost MTA wraz ze wzrostem
stezenia metanu. Zastosowanie kontroli w postaci autoklawowanych probek wegli potwierdzito
biologiczny charakter utleniania metanu. W kazdym z materiatow wykazano ponadto wartosci
Eh powyzej 300 mV, ktore we wezesniejszych badaniach wskazano jako sprzyjajace rozwojowi
bakterii metanotroficznych.

Biorgc pod uwage warunki w jakich ksztattowaly si¢ wegle kamienne mozna
wnioskowac, ze obecno$¢ metanotrofow moze by¢ zwigzana z genezg wegla 1 przeksztatcaniem
poktadow torfowych, w ktorych za sprawa metanogenicznych Archaea zachodzito wydzielanie
metanu, dzigki czemu mogly rozwija¢ si¢ bakterie metanotroficzne. Inne prawdopodobne
wyjasnienie obecnosci bakterii metanotroficznych moze by¢ zwigzane z filtracja ztoza przez
wody opadowe, ktoére mogly transportowa¢ metanotrofy z gleb potozonych nad ztozem.

Rekonstrukcja warunkéw tworzenia wegla w kopalni Krupinski wskazuje, ze w procesie
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katagenezy przypuszczalna temperatura oscylowala pomiedzy 120-160°C, a zatem nie
pozwalata na przetrwanie pierwotnych mikroorganizméw podczas gdy w kopalni Bogdanka
byto to mozliwe poniewaz prawdopodobna temperatura w tym okresie wahata si¢ pomi¢dzy
50-60°C. Obecnos¢ tlenowych bakterii metanotroficznych w glebokiej biosferze moze

$wiadczy¢ o ich adaptacji do trudnych warunkéw srodowiskowych.

3.2.4. Whnioski

W pracach A1-A6 wlaczonych do osiggnigcia naukowego wykazatam potencjat
metanogeniczny i metanotroficzny $rodowisk dotychczas stosunkowo stabo rozpoznanych
(takich jak skaly towarzyszace pokltadom wegla, wegle brunatne, gleby mineralne) lub o
znaczacym udziale w procesie transformacji materii organicznej (gleby torfowe) oraz
okreslitam czynniki warunkujace te aktywnosci.

Za najwazniejsze osiggni¢cia przeprowadzanych badan uwazam:

v" Okre$lenie wplywu warunkow geologicznych na etapie formowania ztoza (na
podstawie GDGT) na aktywno$¢ mikroorganizméw metanogenicznych
wystepujacych w ztozach wegla brunatnego;

v" Wskazanie zasadno$ci zastosowania analiz biomarkerow lipidowych (iGDGT,
brGDGT) do rozpoznania potencjatu biotechnologicznego lignitow w odniesieniu
do produkcji biogazu;

v’ Potwierdzenie, iz metanogeny wykazujg zdolno$¢ do przetrwania w warunkach
natlenienia mierzonych za pomocg wskaznikow Eh 1 ODR;

v" Wykazanie, ze ODR koreluje negatywni z aktywno$cig metanogeniczng i moze by¢
szybka metoda okreslania potencjatu metanogenicznego gleb organicznych;

v' Potwierdzenie, iz tlenowe bakterie metanotroficzne sg zdolne do przetrwania przez
dlugi czas w warunkach anaerobiozy (np. w kopalniach);

v' Wykazanie negatywnego wplywu rolniczego zagospodarowania  gleb

reprezentujacych rozne rzgdy na obecnos$¢ 1 aktywno$¢ bakterii metanotroficznych.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

5.1. Osiagnie¢cia w pracy badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora

W latach 1996-2001 bytam studentka kierunku Ochrona Srodowiska Katolickiego

Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawla II. W roku akademickim 2000/2001 otrzymalam

stypendium zakladowe w Katedrze Biochemii i Chemii Srodowiska, w ramach ktdrego

uczestniczytam w badaniach prowadzonych w tej Katedrze, co pozwolilo mi na zdobycie

pierwszych doswiadczen zwigzanych z pracami laboratoryjnymi i analitycznymi. Prace
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magisterska pt.: ,,Emisja NOx 1 SO2 w poblizu pasma jezdni w cyklu dobowym” wykonatam
w Katedrze Biochemii i Chemii Srodowiska Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Zofii Stepniewskiej. Efektem realizacji pracy magisterskiej bylty moje
pierwsze publikacje naukowe przygotowane wspodlnie z promotorem pracy [Zal. 5: 11.A30,
A31, A33], ktore dotyczyty jakoSci powietrza w obszarze miejskim. W pracach tych okreslitam
zmiany pH oraz zawarto$ci form azotu w opadach atmosferycznych oraz stezenia tlenkow azotu
(N20O, NO, NO7) w powietrzu atmosferycznym, punktu pomiarowego zlokalizowanego na
terenie Lublina, w poblizu jezdni o duzym nat¢zeniu ruchu samochodowego. W badaniach tych,
sposréd analizowanych zwigzkéw azotu, wskazalam NO; jako dominujaca forme
zanieczyszczen, okresy zimy jako czas o najwyzszym poziomie zanieczyszczen w powietrzu,

a takze kwasowy charakter opadéw atmosferycznych.

Po ukonczeniu studiow w 2001 roku i uzyskaniu tytutu magistra ochrony srodowiska,
rozpoczelam pracg na stanowisku asystenta naukowo—dydaktycznego w Katedrze Biochemii
i Chemii Srodowiska kierowanej przez prof. dr hab. Zofi¢ Stepniewska. Poczatkowo
kontynuowatam tematyke badawcza podjeta w trakcie realizacji pracy magisterskie;j.
W dalszych badaniach wykazalam typowo cykliczne (w ujeciu rocznym, tygodniowym
1 dobowym) zmiany st¢zenia zanieczyszczen gazowych oraz istnienie $cistej zaleznoS$ci
pomiegdzy nat¢zeniem ruchu ulicznego a stezeniem NOx i SO2 w powietrzu. Uzyskane wyniki
zaprezentowatam w formie referatu, na migdzynarodowej konferencji w Lublinie (2005) [Zal.
5: I1.LK.2] oraz w formie posteru na mi¢dzynarodowej konferencji w Wilnie (Litwa, 2008) [Zal.
5: II1.B.9]. Réwnolegle wigczytam si¢ tez w zapoczatkowane w Katedrze, przez prof. dr hab.
Zofi¢ Stepniewska, badania zwigzane z procesami zachodzacymi w glebach organicznych
jakimi sg gleby torfowe. Obiekty moich badan zlokalizowane byly na terenie Pojezierza
Leczynsko-Wtodawskiego. W pierwszej kolejnosci swoja uwage skupitam na uwalnianiu
fosforanow (zwigzkow biogennych), z gleb torfowych o r6znym stopniu przeksztalcenia [Zal.
S5: 11.A28]. Byly to torfy z naturalnie funkcjonujacego torfowiska, zrenaturalizowanego oraz
osuszonego w wyniku melioracji, planowanego do renaturalizacji. Otrzymane wyniki
wskazywaly na uwalnianie fosforanéw w kazdym z badanych materiatow glebowych
w warunkach wysycenia woda, jednakze w torfie zrenaturalizowanym oraz zmelioryzowanym
stezenie fosforanéw bylo ujemnie skorelowane z potencjatem oksydoredukcyjnym (Eh) oraz
dodatnio ze stezeniem jondéw zelaza (Fe*"). Otrzymane wyniki zaprezentowatam réwniez

w formie referatu ustnego na ogdlnopolskiej konferencji w Polanczyku (2003) [Zal. 5: TI.K.1].
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W kolejnych badaniach skupilam si¢ na wyznaczeniu emisji metanu z naturalnego,
dystroficznego, zasobnego w zwiazki wegla, jeziora Moszne. W trakcie 24-godzinnego
monitoringu wykazatam, ze badany zbiornik jest znaczacym Zrodlem emisji CH4 do atmosfery.
W pobranych probkach gazowych uwolnionych ze stretfy jeziora zawarto§¢ CH4 stanowita do
60% v/v, natomiast emisja z strefy brzegowej jeziora byta prawie 60-krotnie nizsza. W obu
przypadkach wykazatam statystycznie istotny, pozytywny wplyw temperatury na ilo$¢
emitowanego metanu. Wyniki te zostaly rowniez zaprezentowane na konferencji
mi¢dzynarodowej w Budapeszcie (Wegry, 2004) [Zal. S: IIL.B.1]. W dalszych badaniach
okreslitam warto$ci Eh w procesie formowania metanu w profilu torfowisk, w warunkach
in situ. Badanie te pozwolity na stwierdzenie, ze wydzielanie metanu z gleb nast¢puje przy
wartosciach Eh ponizej -50mV, a ilo$¢ produkowanego CHs jest negatywnie skorelowana
z warto$ciami potencjalu oksydoredukcyjnego. Otrzymane wyniki zostaly opublikowane
w formie rozdziatu w monografii [Zal. 5: I1.A27] oraz zaprezentowane na mi¢dzynarodowych

konferencjach w Wiedniu (Austria, 2005) oraz w Kiel (Niemcy, 2007) [Zal. 5: I111.B.4 i 7].

Moje zainteresowania naukowe skupity si¢ réwniez na wyznaczeniu odpowiedzi
mikroorganizmow zasiedlajacych gleby, na zanieczyszczenia pestycydami, co bylo mierzone
migdzy innymi w oparciu o aktywno$¢ respiracyjng (RA, metoda chromatograficzng).
Zanieczyszczenie gleby murszowej oraz mady rzecznej glifosatem skutkowalo obnizeniem
aktywnosci respiracyjnej o 31-73%, podczas gdy w czarnej ziemi zanotowano wzrost RA
0 73% w poréwnaniu do kontroli. We wszystkich glebach z dodatkiem glifosatu obserwowano
natomiast wzrost emisji N2O nawet o ponad 90% w stosunku do kontroli [Zal. 5: 11.A25].
Wprowadzenie fonofosu do gleby torfowo—murszowej oraz czarnej ziemi powodowato
inhibicj¢ aktywnosci mikrobiologicznej, obnizenie RA odpowiednio nawet o 50 1 63%. Ponadto
w obu glebach zaobserwowano rowniez redukcje ilosci emitowanego N>O 1 CHs w rezultacie
zanieczyszczenia fonofosem [Zal. 5: 11.A26]. Otrzymane wyniki zostaty zaprezentowane na
mi¢dzynarodowych konferencjach naukowych w Viterbo (Wtochy, 2007) a takze w Lublinie
(2005) [Zal. 5: TI1.B. 6 i 8].

Zdobyte doswiadczenie w oznaczaniu sktadnikow powietrza atmosferycznego
z zastosowaniem techniki chromatografii gazowej (GC) umozliwilo mi przygotowanie
podrozdziatu metodycznego w podreczniku pt. ,,Wybrane metody badan gleboznawczych”,
wydanego dla studentéw Wydzialu Matematyczno-Przyrodniczego KUL [Zal. 5: 11.A32].
Zdobyte umiejetnosci pozwolily mi rowniez na wigczenie si¢ w tematyke Katedry realizowang

przez dr hab. Riccardo Bennicelli (prof. KUL), zwigzang z badaniem potencjalu paprotki
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wodnej Azolla caroliniana do usuwania metali cigzkich (Cd, Hg) w potaczeniu ze sledzeniem
zmian natlenienia podtoza w trakcie tego procesu. Przygotowanie mieszanek gazowych
o roznej, $cisle zdefiniowanej zawartosci tlenu (pomiary chromatograficzne), ktérymi nastepnie
wysycano plynne podloze stosowane do wzrostu paprotki, pozwolito na poréwnanie dwoch
metod pomiaru natlenienia cieczy: za pomoca elektrody Clarka (DO) oraz poprzez wyznaczenie
mikrodyfuzji tlenu (ODR) stosowanej dotychczas w badaniach $rodowisk glebowych.
Dzialanie to pozwolito na wskazanie ODR, jako techniki bardziej doktadnej a nastgpnie
zastosowanie jej w doswiadczeniu, ktore wykazato pozytywny wpltyw Azolla caroliniana na
natlenienie podloza, na ktérym wzrastala. Wyniki tych badan zostaly zawarte w publikacji
naukowej [Zal. 5: II.A18], a takze byly prezentowane na migdzynarodowej konferencji,

w Lublinie (2005) [Zal. 5: ITLB.5].

Wstepne badania gleb torfowych pod katem ich udzialu w emisji metanu staly sie
podstawa do sformulowania tematu pracy doktorskiej, ktorej celem bylo okreslenie parametrow
srodowiskowych (wilgotnos¢, zawartos$¢ réznych form wegla, form biogennych azotu 1 fosforu,
potozenie w profilu torfowym, temperatura, pH, zasolenie, Eh) warunkujacych aktywnos¢
metanogendéw oraz metanotrofow zasiedlajacych torfowiska. Bylo to pierwsze opracowanie
dotyczace wspomnianych proceséw dla wybranych torfowisk z obszaru Polski. R6znorodnos¢
i bogactwo obszaru Pojezierza teczynsko-Wtodawskiego pozwolilty na wytypowanie do badan
obiektéw o zréznicowanej genezie, a wiec reprezentujacych torfowiska niskie, przejsciowe
1 wysokie, ktore jak potwierdzity przeprowadzane badania, roznity sie pod wzgledem zdolnosci
zarowno do tworzenia, jak 1 utleniania metanu, a takze wykazywaty zréznicowane pod
wzgledem mikroorganizméw odpowiedzialnych za te procesy. Badania te, ze wzgledu na
rozbudowang czg$¢ doswiadczalng pozwalajaca na kompleksowe podejscie do zjawisk
metanogenezy 1 metanotrofii w glebach torfowych, wymagaty zaplecza finansowego, ktore
zostalo zagwarantowane dzigki uzyskaniu finansowania podj¢tego tematu przez MNiSW
w ramach grantu promotorskiego (N 304 102 32/3859, realizowanego w latach 2007-2009)
[Zal. 5: IL.L5].

5.2. Osiagnig¢cia w pracy badawczej po uzyskaniu stopnia doktora (nie wchodzace w sklad
osiggni¢cia naukowego)

Po uzyskaniu stopnia doktora w 2009 roku rozwijalam moje zainteresowanie naukowe
zwigzane z procesem wytwarzania oraz utleniania metanu w S$rodowisku gleb torfowych.
Wiedza zdobyta w trakcie realizacji pracy doktorskiej umozliwita mi przygotowanie rozdziatu,

w recenzowanym podrgczniku akademickim, ktoéry poswiecony byl charakterystyce
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metanogendéw, omowieniu funkcji jakie pelniag one w $srodowisku oraz metod ich badania

1 identyfikacji [Zal. 5: 11.A24].

Proces biologicznego tworzenia metanu jest niecodzownie zwigzany z jego utlenianiem,
dlatego tez w miejscu powstawania metanu zachodzi roéwniez jego utlenianie. Szczegotowe
badania przeprowadzone na torfie pochodzacym z profilu (0-80 cm) torfowiska niskiego
(Garbatowka) wskazaly na jego wysoka, siegajaca 145 mg CHas kg s.m.”'-d™' zdolno$¢
utleniania metanu. MTA potwierdzitam w torfie, w kazdej z badanych temperatur, ponadto
wykazatam pozytywny wpltyw temperatury torfu na wydajno$¢ utlenienia metanu
(p< 0,001***), Czynnikiem modyfikujacym okazalo si¢ by¢ takze potozenie w profilu
torfowym, najgtebszy poziom cechowat si¢ najwyzszg MTA [Zal. 5: I11.A17].

W dalszych badaniach wykazatam, ze MTA zalezna jest od dostepnosci metanu
w Srodowisku. 5-krotny wzrost stezenia dostepnego CHy (z 1 na 5%) powodowat nawet ponad
7-krotny wzrost MTA. Dane zgromadzone w trakcie do§wiadczen laboratoryjnych na dwoch
kolejnych torfach potwierdzity pozytywny wplyw temperatury (w zakresie 5-20°C) na
aktywno$¢ metnotrofow zasiedlajacych te gleby. Wskazatam rowniez, ze MTA jest
warunkowana genetycznym pochodzeniem torfu. Najwyzsza aktywno$¢ metanotroficzna
charakteryzowata torf wysoki, nizsza torf przejsciowy, a najmniej wydajnie utlenianie metanu
zachodzito w torfie niskim. Utlenianie metanu zaobserwowano zaréwno w torfie o odczynie
silnie kwasnym (pH=3), jak i zblizonym do oboje¢tnego. Cennym uzupetieniem moich badan
byta identyfikacja bakterii metanotroficznych odpowiedzialnych za proces utleniania metanu.
Ze wzgledu na obecnos¢ kwaséw humusowych, ktore silnie wigzg si¢ z DNA jego izolacja
z gleb torfowych oraz amplifikacja specyficznych fragmentow DNA jest etapem
problematycznym. W  dwoch  sposrod  trzech  wytypowanych, najaktywniejszych
metanotroficznie materiatow torfowych zidentyfikowatam, na podstawie pordéwnania
sekwencji genu pmoA kodujacego podjednostke enzymu pMMO charakterystycznego dla
metanotroféw oraz sekwencji genu kodujacego 16S rRNA, metanotrofy z rodzaju
Methylobacter (torf niski) oraz Methylocystis 1 Methylosinus (torf wysoki) [Zal. 5: 11.A23].
Otrzymane wyniki zaprezentowalam réwniez w formie referatow oraz prezentacji posterowych
na mie¢dzynarodowych oraz ogdlnopolskich konferencjach naukowych w Lublinie [Zal. S:

ILK.5, 6; ITL.B.13, 16].

Torfowiska sg niezwykle ciekawymi i dynamicznymi obiektami, w ktorych zachodzi
szereg procesOw biogeochemicznych. Jednym z nich jest uwalnianie Mn, waznego pierwiastka

sladowego, ale réwniez pierwiastka, ktory przy duzych st¢zeniach moze by¢ toksyczny dla
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mikroorganizmoéw 1 ro$lin. Badania wykazaty zr6znicowanie pomiedzy torfowiskami pod
wzgledem ilo$ci uwalnianego Mn, jednocze$nie potwierdzily zalezno$¢ tego procesu od

warunkow Eh panujacych w ztozu torfu [Zal. 5: I1.A16].

Wiasciwosci torfu pozwalajg Sledzi¢ proces rozwoju torfowiska jak réwniez dostarczaja
informacji o zbiorowiskach roslinnych, ktére ten torf tworzyly. Zmiany jednej wlasciwosci
fizykochemiczne takiej jak np. pH czy dostepnos¢ wegla decydujg o ilosciowej 1 jakosciowej
strukturze mikroorganizmoéw zasiedlajacych torf. Fluktuacje jednego z komponentow pociagaja
za sobg modyfikacj¢ innych wilasciwosci. Doskonatym obiektem do tego typu badan bylo
torfowisko otaczajace jezioro Moszne w Poleskim Parku Narodowym, powstate poprzez
sukcesje roslinnosci torfotworczej na tafle jeziora. W efekcie tego procesu, w strefie
przybrzeznej uksztattowato si¢ torfowisko przejsciowe, ktore nastgpnie przechodzi w bor
bagienny. Z obszaru torfowiska przejsciowego pobrano profile o nienaruszonej strukturze
(0-750 cm), ktére nastgpnie, w warunkach laboratoryjnych, na podstawie analiz
mikroskopowych, podzielono na strefy zrdéznicowane pod wzgledem stopnia rozkiadu
zdeponowane] materii organicznej. Nastgpnie oznaczono w kazdym z poziomow sktad
ro$linnos$ci torfotwoérczej, pH, Eh, EC, oraz zawarto§¢ form wegla organicznego (TOC),
nieorganicznego (IC, ang. inorganic carbon) i rozpuszczonego (ekstrakcja wodna) oraz
w materiale torfowym 1 gytii. Wieloptaszczyznowe podejscie, tzn. badanie procesoéw
fizykochemicznych w potaczeniu z oznaczaniem makroszczatkow roslinnych, byto mozliwe
dzieki wspotpracy z Instytutem Gleboznawstwa, Inzynierii i Ksztaltowania Srodowiska
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Zrdéznicowanie parametrow fizykochemicznych
w profilach, pomigdzy poszczegdlnymi poziomami torfu 1 gytii wskazaly na wielofazowy
proces akumulacji materii organicznej zwigzany z przeksztalcaniem zbiorowisk torfotwdrczych
(nastgpowaniem po sobie roznych zespoldw roslinnosci torfotworczej) w nastepstwie zmian
klimatycznych jak 1 antropopresji. Dominujacg formg wegla w materiale torfowym byt wegiel
organiczny (TOC) podczas gdy w gytii zaobserwowano wzrost stezenia nieorganicznych
zwigzkow wegla. Zawarto$§¢ 1 stopien rozkladu materii organicznej, ktore wzrastaly
z glebokos$cia, wyraznie wptywaly na przewodnictwo elektrolityczne (EC). Wyniki wspdlnych
badan zostaly przedstawione w formie publikacji [Zal. 5: I11.A14], byly rowniez prezentowane

na migdzynarodowej konferencji w Bari (Wlochy, 2012) [Zal. 5: 111.B.15].

Bardzo waznym czynnikiem majacym wplyw na emisj¢ metanu z torfowisk jest
roslinno$¢ oraz zasiedlajace jg endofityczne bakterie metanotroficzne, dlatego tez wiaczytam

si¢ w badania, ktorych celem bylo wykazanie wptywu roslin naczyniowych: Sphagnum spp.,
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Eriophorum vaginatum, Carex nigra 1 Vaccinium oxycoccos na emisj¢ CHs. Badania
prowadzono zardwno in situ (metoda komorowa) jak rdwniez w warunkach laboratoryjnych
(inkubacje). W przypadku Vacinium sp. zaobserwowano znacznie nizsza emisj¢ niz
z powierzchni pozbawionej roslinnosci. Udziat pozostatych ro§lin w obnizaniu emisji CH4 byt
zalezny od ich stadium rozwoju. Najbardziej widoczne réznice stwierdzono w przypadku
badanych ro$lin z rodziny Cyperaceae, ktore w okresie letnim przyczyniaty si¢ do wzrostu
emisji metanu, najprawdopodobniej poprzez jego transport z gleby za posrednictwem
aerenchymy, natomiast jesienig wyraznie ja obnizaty. Endofityczne metanotrofy mozna znalez¢
zarowno w czeSciach nadziemnych jak réwniez podziemnych, najwyzsza aktywnos¢
stwierdzono w okresie letnim. Na podstawie przeprowadzonej identyfikacji (w oparciu
o sekwencje fragmentu genu kodujacego 16S rRNA) wskazano zrdznicowanie metanotrofow
zasiedlajacych badane gatunki roslin. Rosliny z rodzin Sphagnaceae i1 Cyperaceae bylty
zasiedlone przez metanotrofy z rodzaju Methylomonas, podczas gdy V. oxycoccos przez
Methylobacter. Otrzymane wyniki byly prezentowane na miedzynarodowe] konferencji
naukowej w Jeju (Korea, 2014) [Zal. 5: 111.B.21] oraz zostaly przedstawione w publikacji [ Zal.
5: ILLA9].

Obecnos¢ metanotrofow zostala potwierdzona w powierzchniowych warstwach gleb,
w tkankach roslin. Natomiast niewiele jest danych o ich obecnosci w glgbokiej biosferze,
dlatego tez uczestniczytam w badaniach przeprowadzonych na materiale gazowym i skalnym
pobranym z otoczenia pokladow soli w Kopalni Soli Wieliczka. Na podstawie tych badan
potwierdzitam obecno$¢ CHs4 w powietrzu z kopalni, w st¢zeniu nawet 7-krotnie wyzszym niz
zwykle mierzone jest w powietrzu atmosferycznym, co §wiadczy o obecnosci CHs w materiale
skalnym 1 jego uwalnianiu do atmosfery. Badania laboratoryjne wykazaly natomiast ubytek
metanu z atmosfery w trakcie inkubacji skal. Najbardziej wydajng byta skata, w otoczeniu
ktorej, w warunkach naturalnych, wykazano najwyzsze st¢zenie metanu, czyli najwieksza
dostepnos¢ substratu, ktory jest zrodtem wegla dla bakterii metanotroficznych. MTA byta
ponadto dodatnio skorelowana z dostepnoscig takich sktadnikow odzywezych jak :NH4*, NOs”
(p < 0,05) oraz obecnoscia Mg (p < 0,05). Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w formie
publikacji, a takze zostaty zaprezentowane na konferencjach migdzynarodowych w Grodnie

(Biatorus, 2017) [Zal. 5: 11.A8; 111.B.51, 63].

Zainteresowatam si¢ rowniez procesami jakie zachodzg w glebach mineralnych. Gleby
uzytkowane rolniczo, zwykle gleby mineralne, stanowig ponad 60% powierzchni kraju. Sa to

gleby zroznicowane pod wzgledem parametréw fizykochemicznych jak réwniez
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mikrobiologicznym. Mikroorganizmy s3 waznym komponentem S$rodowiska glebowego,
uczestniczg bowiem w obiegu wegla. Gleba jest zatem dynamicznym ukladem i znaczacym
zrédlem emisji CO2 do atmosfery. Rezultatem aktywnosci mikrobiologicznej jest powstawanie
CO», dlatego tez wyznaczanie aktywnosci respiracyjnej (RA) w glebach jest waznym
wskaznikiem odzwierciedlajacym kondycje mikrobiologiczng gleb, podczas gdy iloraz
oddechowy (RQ) wskazuje na rodzaj utlenianych substancji i odzwierciedla stan fizjologiczny
biomasy mikroorganizmow. W przeprowadzonych badaniach wykazatam rd6znice
w aktywno$ci respiracyjnej pomiedzy glebami reprezentujacymi rézne typy oraz warstwami
w profilu glebowym. Najwydajniejsza RA wyznaczytam w warstwach powierzchniowych
(16,8-91,2 mg COz kg! d!) i byta ona zalezna, zwlaszcza w glebszych poziomach profilu, od
fizykochemicznych parametrow gleb, takich jak: dost¢gpnos¢ tlenu (ODR), potencjat
oksydoredukcyjny (Eh), wilgotno$¢ i dostgpnos¢ wody w glebie (pF) oraz gesto$¢ gleby
(» <0,001). Najwyzsze wartosci RQ stwierdzitam w poziomach powierzchniowych z tendencja
do obnizania wraz z glgbokoScig. W nielicznych przypadkach RQ byt wyzszy od 1, co moze
wskazywa¢ m.in. na wykorzystywanie przez bakterie innych niz tlen akceptorow elektronow.
Wyniki badan opublikowane zostaly w formie artykutu oraz prezentowane na krajowych

konferencjach [Zal. 5: 11.A15; I111.B.12, 44].

Nasilajagce si¢ obcigzenia gleby spowodowane zanieczyszczeniami, zabiegami
majacymi na celu intensyfikacj¢ produkcji roslinnej, zmianami klimatu wigza si¢ z modyfikacja
mikrobiologicznych wlasciwosci gleb. Parametrami, ktore moga by¢ odzwierciedleniem tych
zmian jest wspomniana juz wczesniej aktywnos$¢ respiracyjna (RA) mikroorganizmow
glebowych oraz analiza zawarto$ci biomasy (MB). Parametry te wykorzystatam zatem jako
wskaznik w badaniu gleb o réznym sposobie zagospodarowania [Zal. 5: II.A7]. Badania
przeprowadzone na glebach uzytkowanych i nieuzytkowanych rolniczo, reprezentujacych
charakterystyczne dla obszaru Lubelszczyzny typy, pozwolity na wykazanie znacznych r6éznic
pod wzgledem aktywno$ci respiracyjnej jak rowniez biomasy mikroorganizméw. W przypadku
obu tych parametréw wyzsze wartosci stwierdzitam w glebach nieuzytkowanych rolniczo
(» < 0.001). Otrzymane wyniki potwierdzaja zatem mikrobiologiczng degradacje gleb
powodowang zabiegami agrotechnicznymi. Poparciem tego wniosku jest rowniez stwierdzona
nizsza aktywnos¢ dehydrogenazowa w glebach uprawianych w porownaniu do
nieuprawianych. Poréwnanie natomiast otrzymanych wynikoéw, okreslajacych aktywnos¢
mikrobiologiczng z zawarto$cig wegla fatwobiodegradowalnego (ang. easily degradable carbon

— EDC), wykazalo istnienie istotnych powigzan mi¢dzy RA, MB i ECD (odpowiednio
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p = 0,77* oraz p =0,53*). Wykonane analizy wskazuja, ze zawartos¢ EDC w glebach moze
stanowi¢ potencjalny indykator/wskaznik ich biologiczne; degradacji. Wyniki te zostaty

zaprezentowane podczas migdzynarodowej konferencji naukowej w Piranie (Stowenia, 2015)

[Zal. 5: TI1. B.39].

Aktywno$¢ respiracyjna oraz biomasa mikroorganizméw byty rowniez wykorzystane
jako wskazniki aktywnos$ci biologicznej gleb w kontek$cie uprawy owsa i pszenzyta [Zal. S:
I1.A19]. Badania te wykazaly, ze uprawa pszenzyta korzystniej wplywa na utrzymanie
wiasciwosci biologicznych gleb w poréwnaniu z uprawa owsa. Gleby spod uprawy pszenzyta
charakteryzowatly si¢ ponadto wyzsza aktywnos$cig dehydrogenaz (AD), wyzszymi warto$ciami
pH 1 wigksza zasobno$cig w wegiel 1 pierwiastki biogenne (N i P). Tematyka ta byla
prezentowana na migdzynarodowym kongresie mikrobiologicznym, odbywajacym si¢

w Maastricht (Holandia, 2015) [Zal. 5: 111.B.29, 30].

Aktywno$¢ respiracyjna gleb Swiadczy nie tylko o aktywno$ci obecnych w niej
mikroorganizmoéw ale takze odzwierciedla tempo rozktadu obecnych w niej réznego rodzaju
zwigzkow, dlatego tez, moze by¢ wykorzystana jako wskaznik biodegradacji zanieczyszczen.
Konsekwencja rosngcego rozwoju technologicznego jest zwiekszone zapotrzebowanie na
energi¢, co jest powigzane ze zwigkszeniem zuzycia paliw, takich jak: ropa naftowa i jej
pochodne. Wiaze si¢ to ze wzrostem ryzyka zanieczyszczenia $rodowiska glebowego tymi
substancjami. Aktywno$¢ respiracyjng wykorzystano zatem jako jeden ze wskaznikow oceny
wydajnosci mikroorganizmoéw autochtonicznych zasiedlajgcych glebe murszasta (Mollic
Gleysol). Badania wykazaly ponad 3-krotny wzrost RA w wyniku zanieczyszczenia gleb przez
rop¢ naftowa, olej silnikowy nowy oraz przepracowany (5g zanieczyszczenia na 10 g gleby).
Podwojenie dawki zanieczyszczen skutkowato obnizeniem RA, ale byta ona ciggle wigksza niz
w wariancie kontrolnym (gleba bez dodatku zanieczyszczen). 3-krotny wzrost
zanieczyszczenia gleby ropa naftowa i olejem silnikowym powodowal odpowiednio RA
wyzszg 1 porownywalng w stosunku do kontroli. Dla mikroorganizmoéw glebowych dodane
zanieczyszczenia ropopochodne stanowily dodatkowe zrodlo wegla. Jedynie w przypadku
benzyny zaobserwowano redukcj¢ RA o ponad 50% juz przy najmniejszej dawce
zanieczyszczen w stosunku do gleby kontrolnej 1 dalsze obnizanie RA wraz ze wzrostem dawki
zanieczyszczen. Rezultaty badan wskazuja, ze RA jest wiarygodnym wskaznikiem
efektywnosci rozktadu zanieczyszczen. Otrzymane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze
mikroorganizmy zasiedlajace t¢ glebe, wykazuja potencjat w wydajnej biodegradacji

zanieczyszczen, co moze mie¢ biotechnologiczne zastosowanie przy opracowywaniu
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skutecznych preparatow w rekultywacji terenow skazonych, bez konieczno$ci genetycznej
modyfikacji mikroorganizmow. Analizy molekularne pozwolity na zidentyfikowanie bakterii
glebowych, zdolnych do bytowania w warunkach zanieczyszczen ropopochodnymi jako
reprezentantow rodzajow: Micrococcus, Rhodococcus, Bacillus oraz Paenibacillus. Wyniki
badan zostaly przedstawione w publikacji, a takze byly prezentowane na konferencjach:
mig¢dzynarodowej w Gdansku (2015) oraz ogdlnopolskiej w Szczecinie (2015) [Zal. 5: 11.A13,
111.B.32, 33].

Uczestniczac w badaniach dotyczacych wskazania indykatorow biologicznej degradacji
gleb rolniczych wyznaczytam w nich NPL (najbardziej prawdopodobng liczbg) bakterii
amonifikacyjnych oraz ich aktywno$¢ amonifikacyjng, wyrazong szybkos$cig metabolizowania
argininy. Porownanie gleb uzytkowanych rolniczo z glebami kontrolnymi (nieuprawianymi,
reprezentujacymi te same typy co gleby uprawiane) pod wzgledem aktywnos$¢ amonifikacyjnej
bakterii wykazato znacznie nizsza aktywno$¢ w glebach uzytkowanych rolniczo.
Konsekwentnie NPL bakterii amonifikacyjnych rowniez byla znacznie nizsza (redukcja
o ponad 93%) niz w glebach kontrolnych. Uzyskane rezultaty zostaly przedstawione
w publikacji naukowej, a takze zaprezentowatam je na konferencji we Wroclawiu [Zal. 5:

I1.A12, IT1.B.35].

Aktywnie uczestniczylam réwniez w badaniach majacych na celu pordwnanie
mikrobiomu gleb rolniczych i nieuzytkowanych rolniczo [Zal. 5: I1.A10]. W pierwszej
kolejnosci przyporzadkowatam badane typy gleb do rzedow zgodnie z mig¢dzynarodowa
klasyfikacja WRB (World Reference Base for Soil Resources) z zachowaniem podziatu gleb
zgodnie ze sposobem uzytkowania. Nastepnie przyporzadkowalam badanym glebom
operacyjne jednostki taksonomiczne (OTU — ang. Operational Taxonomic Unit) nalezace do
Bacteroidetes. Pozwolito to na wykazanie wrazliwos$ci przedstawicieli tego typu na zabiegi
agrotechniczne zwigzane z uprawg gleb, przejawiajace si¢ redukcja OTU Bacteroidetes
w glebach uprawnych nawet o ponad 50% w stosunku do gleb kontrolnych, reprezentujacych
ten sam rzad. Uzyskane wyniki przedstawitam na konferencji mikrobiologicznej w Sieniawie.
Prezentacja ta zostala uznana za najlepszg prezentacj¢ posterowa tej konferencji [Zal. 5:

I11.B.45; 111.D].

Bratam tez aktywny udzial w badaniach majacych na celu poréwnanie profilu
metabolicznego gleby torfowo-murszowej (Mollic Gleysol) o rdznym sposobie
zagospodarowania (lgka naturalna i1 koszona). W ramach tych badan wykonatam czegs¢

pomiaréw z wykorzystaniem techniki Biolog EcoPlate™. Otrzymane wyniki wskazaly na
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znacznie szybsza degradacje¢ testowanych zwigzkow wegla przez mikroorganizmy zasiedlajace
take koszong. Efektywno$§¢ wykorzystania roéznych zrodet wegla byla nastepujaca:
aminokwasy> kwasy karboksylowe> polimery> aminy 1 amidy> weglowodany.
Odzwierciedleniem otrzymanych wynikow byly roznice w spotecznos$ci mikroorganizmow
pomiedzy tymi dwoma stanowiskami. Wynik tych badan zostaly opracowane w formie
publikacji naukowej [Zal. 5: II.A11] oraz zaprezentowane na ogolnopolskiej konferencji

w Putawach (2017) [Zat. 5: IIL.B.56].

W trakcie mojej pracy naukowej podjetam wspotprace z Instytutem Gleboznawstwa,
Inzynierii i Ksztaltowania Srodowiska Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, Zaktadem
Badan Systemu Gleba—Roslina oraz Zakladem Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie, Katedra Nauk o Srodowisku Glebowym Szkoty Gtéwnej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Zaktadem Mikrobiologii Rolniczej Instytutu Uprawy
Nawozenia 1 Gleboznawstwa w Putawach, Instytutem Geochemii, Mineralogii i Petrologii
Uniwersytetu Warszawskiego oraz Key Laboratory of Continental Dynamics, Department of

Geology, Northwest University w Xi'an w Chinach [szczegoty Zal. S: 111.Q.6].

Bytam/jestem wykonawcg w 6 projektach naukowych [Zal. 5: ILI]. Potwierdzeniem
aktywnos$ci naukowej jest tez moj czynny udziat w licznych (52) konferencjach naukowych,
zaréwno krajowych, jak 1 miedzynarodowych, gdzie prezentowatam wyniki badan w formie
referatow (12) 1 posteréw (80) [szczegdly Zal. 5: ILK; IIL.B]. Korzystalam réwniez
z mozliwos$ci uczestniczenia w zagranicznych konferencjach $cisle zwigzanych z moimi
zainteresowaniami naukowymi (stuchacz) [Zal. 5: 111.Q.4]. Bytam wspotorganizatorem 111
Sympozjum Naukowego pt. "Metagenomy réznych $rodowisk" (28-29.06.2018), a takze
cztonkiem Komitetow Naukowych 3 konferencji krajowych. Jestem tez czlonkiem Komitetu
Naukowego IV sympozjum z cyklu "Metagenomy réznych srodowisk" , ktore odbedzie sie

w biezagcym roku, w terminie 27-28.06.2019, w Lublinie [szczegoty Zal. 5: 111.C].

5.3. Dzialalnos$¢ dydaktyczna i organizacyjna na rzecz Uniwersytetu

Bedac asystentem na Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym Instytutu Ochrony
Srodowiska (lata 2001-2009), a nastgpnie w nowo utworzonym Instytucie Biotechnologii na
Wydziale Biologii i Nauk o Srodowisku KUL (od 2009 roku), opracowywatam i prowadzitam
szereg ¢wiczen i wyktadow dla studentow kierunkoéw: Ochrony Srodowiska (lata 2001-2013)
oraz Architektury Krajobrazu (lata 2002-2015). Od roku 2010 prowadze zaj¢cia (wyktady
i ¢wiczenia) dla studentéw Biotechnologii (I i II stopnia) réwniez w jezyku angielskim

[szczegoty Zal. 5: TI1.I.1].
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Od biezacego roku petni¢ funkcje promotora pomocniczego dwdch prac magisterskich
realizowanych w Katedrze Biochemii i Chemii Srodowiska. Od dnia 01.10.2018 jestem

opiekunem studentow II roku Biotechnologii (studia I stopnia).

Pelnitam funkcje recenzenta w 15 pracach licencjackich oraz 15 magisterskich.
Zrecenzowalam 28 publikacji naukowych. Bytam redaktorem ksigzki abstraktow III
Ogolnopolskiego Sympozjum Mikrobiologicznego ,,Metagenomy Roznych Srodowisk” (ISBN
978-83-948570-1-1) [szczegoty Zal. 5: T11.P].

Odbytam dwa staze zagraniczne oraz dwa krajowe [Zal. 5: IILL.1, 2]. Doskonalitam

swoje umiejetnosci zawodowe poprzez uczestnictwo w 3 szkoleniach [Zal. 5: T11.Q.3].

Oprodcz dziatalnosci naukowo—dydaktycznej angazowatam si¢ rowniez w prace na rzecz
Uniwersytetu 1 Wydzialu. Od 2015 roku jestem czlonkiem Zespolu do Spraw Opisu
Przedmiotéw/Sylabusoéw przy Wydziatowej Komisja ds. Jakosci Ksztalcenia. Od roku 2017
reprezentuje Wydziat Biotechnologii i Nauk o Srodowisku KUL w Zespole ds. Kontroli
Realizacji Procesu Dydaktycznego. Od lutego biezacego roku jestem czlonkiem
Uniwersyteckiej Komisji Rekrutacyjnej w programie ,,PROM - Migdzynarodowa Wymiana
stypendialna Doktorantéw 1 Kadry Akademickiej” — KUL. W latach 2017-2018
uczestniczytam w pracach Uniwersyteckiej Komisji do Spraw Jako$ci Ksztatcenia [szczegoly

Zal. 5:111.N, Q1].

0d 2007 roku biore czynny udziat w Lubelskim Festiwalu Nauki, prowadzac zaj¢cia dla
dzieci, tacznie zrealizowatam 26 projektow. Od 2015 roku, systematycznie przeprowadzam
zajecia dla dzieci 1 mtodziezy w ramach Nocy Biologow (15 projektow). W latach 2015-2017
prowadzitam réwniez zajecia dla dzieci w ramach Uniwersytetu Otwartego KUL, gdzie
zaprezentowatam 8 pokazoéw potaczonych z wykladami multimedialnymi. W trakcie Dni
Otwartych KUL w 2015 roku prowadzitam warsztaty polaczone ze zwiedzaniem i pokazem
laboratoriow Katedry Biochemii i Chemii Srodowiska Instytutu Biotechnologii, natomiast
w roku 2018 zajecia laboratoryjne dla mtodziezy licealnej [szczegdty Zat. 5: 111.1.2]. W ramach
promocji Instytutu Biotechnologii KUL, w latach 2016-2017 wypowiadatam si¢ na temat
zanieczyszczen powietrza w lokalnej stacji radiowej a takze przyczynitam si¢ do powstania
artykulu na ten temat w prasie codziennej. Wzigtam réwniez udzial w nagraniu programu
z cyklu ,,Nauka Login” realizowanym przez TVP3 Lublin oraz ”Smog w Lublinie — badania na
KUL” realizowanego przez TVP KUL. Wlaczytam si¢ takze w realizacj¢ projektu ,,Otwarci na
sukces” przygotowujac i przeprowadzajac zajecia dla dzieci w wieku szkolnym [szczegoty Zal.

5: 111.A.2, 1.3].
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Od roku 2015 jestem cztonkiem 3 towarzystw naukowych:

dr Anna Szafranek-Nakonieczna, Zalgcznik nr 3

Mikrobiologéw, Polskiego Towarzystwa Gleboznawczego oraz

Towarzystw Gleboznawczych [Zal. 5: TILH].

6. Podsumowanie dorobku naukowego i dane bibliometryczne

6.1. Publikacje i konferencje

Polskiego Towarzystwa

Migdzynarodowej Unii

1
2
3
4

- czasopisma z listy A,
- czasopisma w roku publikowania nie posiadaly IFs.icniego
* - zgodnie z rokiem publikacji
-wedlug punktacji obowiazujacej w roku 2016

6.2. Cytowania i indeks Hirscha

Typ 1. Przed doktoratem 2. Po doktoracie Suma (1+2)

publikacji Liczba | [F3 Punkty | Liczba | [F3 I Punkty | Liczba | [F3 I3 Punkty
MNiSW3 semi | MNiSW3 semi | MNiSW3
(Punkty (Punkty (Punkty
MNiSW*) MNiSW*) MNiSW*)

Recenzowane | 2 1,205% | 30 16 25,425 | 28,919 | 382 18 26,630 | 28,919 | 412

czasopisma z (50) (390) (440)

listy JCR!

Recenzowane | 5 - 22 3 - - 13 8 - - 35

czasopisma (71) .. 132 93)

spoza listy

JCR

Rozdziaty w 1 - 5 1 - - 4 2 - - 9

ksigzkach (5) 4) )

Rozdziaty w 2 - 10 3 - - 12,5 5 - - 22,5

monografii (10) (12,5)

Konferencje 9 - - 19 - - - 28 - - -

miedzynarodo-

we

Konferencje 9 = : 2)2) = = = 24 < 5 5

krajowe

Web of Science Scopus Google Scholar ResearchGate
Iloé¢ cytowari*? 80/68* 90 157 133
Indeks Hirscha*- 6 7 9 6"

* ilos¢ cytowan dla kazdej publikacji przedstawiona jest w Zatgczniku nr 5, wspétczynnik obliczony na
podstawie artykuléw opublikowanych pod nazwiskiem Szafranek (panienskie) oraz Szafranek-

Nakonieczna

#

bez autocytowan

2 - stan na dzien 24.04.2019
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