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1. Imieinazwisko

Anna Pytlak

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

e-mail: a.pytlak@ipan.lublin.pl

tel.: (81) 744 50 61, fax: (81) 744 50 67

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe — z podaniem podmiotu nadajacego stopien, roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

2006 - magister ochrony sSrodowiska, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta 1l, Wydziat
Matematyczno-Przyrodniczy, tytut pracy magisterskiej: ,Okrzemki jako wskaznik zasolenia
i saprobii rzeki Swinki”, promotor: prof. dr hab. Wiadystawa Wojciechowska, dyplom z
wyréznieniem.

2011 - doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta I,
Wydziat Matematyczno-Przyrodniczy, tytut rozprawy: ,Aktywnos$¢ metanotroficzna
i identyfikacja metanotroféw zamieszkujgcych skaty przyweglowe w kopalni Bogdanka”,

promotor: prof. dr hab. Z. Stepniewska, dyplom z wyrdznieniem.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2006 — 30.09.2013 asystent, Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska, Katolicki Uniwersytet

Lubelski Jana Pawta Il

01.10.2013 - 15.12.2019 adiunkt, Katedra Biochemii i Chemii Srodowiska, Katolicki Uniwersytet

Lubelski Jana Pawta Il

16.12.2019 — obecnie adiunkt, Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego, Instytut

Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk
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4. Omowienie osiggniec, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z péin. zm).

4.1 Tytut osiaggniecia naukowego:

»Mikrobiologiczne uktady syntezy i utleniania metanu w ztozach wegli brunatnych i kamiennych.”

4.2 Publikacje wchodzgce w skfad osiggniecia naukowego

Przedstawione osiggniecie naukowe stanowi cykl 6 oryginalnych prac naukowych opublikowanych
w latach 2014-2021. Badania bedace podstawg publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego

finansowane byty w ramach projektéw:

- badania wtasne, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW), N N305 326939:
Rozpoznanie aktywnosci i préba identyfikacji bakterii metanotroficznych zasiedlajgcych skaty przyweglowe
kopalni Gérnoslaskiego Zagtebia Weglowego, realizowany w latach 2010-2013, moja rola w projekcie -

redaktor, wykonawca.

- OPUS, Narodowe Centrum Nauki (NCN), 2015/17/B/NZ9/01662: Naturalna i stymulowana
aktywnos¢ metanogeniczna polskich wegli kopalnych, realizowany w latach 2016-2020, moja rola

w projekcie — redaktor, wykonawca.

- MINIATURA, NCN, 2018/02/X/NZ9/01107: Analiza spoteczno$ci mikroorganizmoéw wystepujgcych
w utworach nadkfadowych kopalni wegla brunatnego w ujeciu metagenomicznym i biomarkeréw
lipidowych - badania wstepne”, realizowany w latach 2018-2019, moja rola w projekcie — redaktor,

kierownik, wykonawca.

Wskazana dla kazdej publikacji wartos¢ wspodtczynnika Impact Factor (IF) jest zgodna z rokiem
publikacji, na postawie Journal Citation Reports (JCR). W przypadku publikacji, ktére ukazaty sie w 2021
przyjeto wartosci z roku poprzedniego. Podstawg prezentowanej punktacji byt Komunikat Ministra

Edukacji i Nauki (MEiN) z dnia 21 grudnia 2021 r.

Publikacja 1 (P1)

Stepniewska, Z., Pytlak, A., Kuzniar, A., 2014. Distribution of the methanotrophic bacteria in the Western
part of the Upper Silesian Coal Basin (Borynia-Zofiéwka and Budryk coal mines). International Journal

of Coal Geology, 130, 70-78, https://doi.org/10.1016/j.coal.2014.05.003.

IF 4,21; MEIN pkt. 140
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu
wszystkich doswiadczen i analiz, interpretacji uzyskanych wynikéw, napisaniu catosci manuskryptu

i odpowiedzi na uwagi recenzentédw. Bytam autorem korespondencyjnym tej publikacji.

Publikacja 2 (P2)

Pytlak, A., Sparkes, R., Goraj, W., Szafranek-Nakonieczna, A., Banach, A., Akhmetkaliyeva, S., Stowakiewicz,
M., 2021. Methanotroph-derived bacteriohopanepolyol signatures in sediments covering Miocene brown
coal deposits. International Journal of Coal Geology, 242, 103759,
https://doi.org/10.1016/j.coal.2021.103759.

IF 6,806; MEiN pkt. 140

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu czesci
doswiadczen (analizy fizyko-chemiczne), analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw, napisaniu catosci

manuskryptu i odpowiedzi na uwagi recenzentdw. Bytam autorem korespondencyjnym tej publikacji.

Publikacja 3 (P3)

Pytlak, A., Sujak, A., Szafranek-Nakonieczna, A., Grzadziel, J., Banach, A., Goraj, W., Gatazka, A., Gruszecki,
W.I., Stepniewska, Z., 2020. Water-induced molecular changes of hard coals and lignites. International

Journal of Coal Geology, 224, 103481, https://doi.org/10.1016/j.coal.2020.103481.
IF 6;806; MEIN pkt. 140

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu czesci
doswiadczen (przygotowanie eksperymentéw inkubacyjnych, analizy chromatograficzne, izolacje DNA),
analizie i interpretacji uzyskanych wynikdw, napisaniu catosci manuskryptu i odpowiedzi na uwagi

recenzentow.

Publikacja 4 (P4)

Pytlak, A., Szafranek-Nakonieczna, A., Goraj, W., Sniezynska, I., Krazata, A., Banach, A., Ristovi¢, I.,
Stowakiewicz, M., Stepniewska, Z. (2021)., A survey of greenhouse gases production in central European

lignites. Science of the Total Environment 800, 149551, https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149551.
IF 7,963; MEiN pkt. 200

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu czesci
doswiadczen (przygotowanie eksperymentow inkubacyjnych, analizy chromatograficzne), analizie
i interpretacji uzyskanych wynikéw, napisaniu catosci manuskryptu i odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Bytam autorem korespondencyjnym tej publikacji.

Publikacja 5 (P5)
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Szafranek-Nakonieczna, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Kubaczynski, A., Banach, A., Gorski, A., Goraj, W.,
Kuzniar, A., Gatazka, A., Stepniewska, Z., 2019. Changes in the Substrate Source Reveal Novel Interactions
in the Sediment-Derived Methanogenic Microbial Community, International Journal of Molecular Sciences,

20, 4415, https://doi.org/10.3390/ijms20184415.
IF 4,556; MEIN pkt. 140

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu czesci
doswiadczen (przygotowanie eksperymentéw inkubacyjnych, analizy chromatograficzne, izolacje DNA),
analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw, napisaniu czesci manuskryptu i odpowiedzi na uwagi

recenzentdw. Bytam autorem korespondencyjnym tej publikacji.

Publikacja 6 (P6)

Pytlak, A., Szafranek-Nakonieczna, A., Sujak, A., Grzadziel, J., Polakowski, C., Kuzniar, A., Proc, K.,
Kubaczynski, A., Goraj, W., Gatazka, A., Gruszecki, W.I., Bieganowski, A., Stepniewska, Z., 2020. Stimulation
of methanogenesis in bituminous coal from the upper Silesian coal basin. International Journal of Coal

Geology, 231, 103609, https://doi.org/10.1016/j.coal.2020.103609.
IF 6,806; MEIN pkt. 140

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu czesci
doswiadczen (przygotowanie eksperymentdéw inkubacyjnych, analizy chromatograficzne, izolacje DNA),
analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw, napisaniu catosci manuskryptu i odpowiedzi na uwagi

recenzentdw. Bytam autorem korespondencyjnym tej publikacji.

Sumaryczne wskazniki bibliometryczne dla publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego:
Impact Factor (IF) = 37.147
punkty MEiN =900

liczba cytowan wg Web of Science = 11

4.3 Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania
43.1 Wprowadzenie

Eksploatacja wegla, bedacego jednym z podstawowych surowcéw wykorzystywanych w produkcji
energii elektrycznej i ciepta, jest formg aktywnosci antropogenicznej w ogromnym stopniu ingerujgca
w Srodowisko naturalne. Najbardziej widoczne sg bezposrednie konsekwencje naruszania gorotworow
zwigzane z przeobrazeniem powierzchni Ziemi - subsydencje i zwatowiska skat ptonnych. Niekorzystny

wptyw goérnictwa przejawia sie takie w zanieczyszczeniu pylowo-gazowym powietrza, obnizeniu
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zwierciadta wod gruntowych czy zwiekszonym zasoleniu wéd powierzchniowych (w skutek zrzutu silnie
zmineralizowanych wéd gtebinowych). Niezauwazalna gotym okiem ale jednoczesnie bardzo istotna,
w odniesieniu do oddziatywania na Srodowisko, jest jednak emisja gazéw, w szczegdlnosci metanu (CHy).
W odréznieniu od wymienionych wczesniej nastepstw korzystania z wegli kopalnych, niebezpieczenstwo
ptyngce ze strony metanu ma wymiar zaréwno lokalny (wynikajacy z wyrzutéw gazu i jego wybuchéw)
jak i globalny. Metan emitowany z kopalni powieksza bowiem pule gazéw szklarniowych przyczyniajac

sie tym samym do przyspieszenia postepujgcych zmian klimatu.

W 2020 srednie globalne stezenie CHs w atmosferze wynosito 1879 ppbv (Dlugokencky, 2022).
Pomimo stosunkowo niskiego stezenia, gaz ten efektywnie pochtania promieniowanie podczerwone.
Wedtug ostatnich szacunkdw, potencjat tworzenia efektu szklarniowego przez metan jest niemal 30-sto
krotnie wyzszy niz CO,, przez co CH, jest jednym z najwazniejszych czynnikdw ksztattujacych klimat Ziemi
(IPCC, 2021). Wspotczesne atmosferyczne stezenie metanu jest kilkukrotnie wyzsze niz w czasach
przedindustrialnych, a za jedng z przyczyn takiego stanu uznaje sie uwolnienie metanu zgromadzonego
w poktadach wegla. Wedtug danych pochodzacych z analizy sktadu pecherzykédw gazu uwiezionego
w lodach Arktyki i Grenlandii, na przestrzeni ostatnich 650 tys. lat naturalne stezenie CHs w atmosferze
Ziemi zawierato sie w przedziale 350-790 ppbv. Badania wskazujg, ze jeszcze w drugiej potowie XVIII w.
poziom atmosferycznego CHas wynosit 1060 ppbv. W ciggu ostatnich 200 lat nastgpit gwattowny wzrost
zawartosci tego gazu w atmosferze. Rejestrowane obecnie wartosci niemal dwukrotnie przewyzszajg
stezenia odpowiadajgce czasom preindustrialnym. Wptyw cztowieka na globalny bilans metanu jest zatem
znaczacy (IPCC, 2021). Za stwierdzeniem tym przemawia m. in. fakt, iz w latach 90-tych zaobserwowano
przejSciowo spowolnienie wzrostu stezenia CHs w atmosferze. Zjawisko to przypisywano
m. in. ograniczeniu wydobycia wegla kamiennego w krajach bylego bloku wschodniego

(Thompsoniin., 2018).

Metan moze stanowi¢ powyzej 90% v/v gazu wystepujacego w porach sfosylizowanej materii
organicznej. Jego ilos¢ zalezy od stopnia uweglenia, gtebokosci zalegania ztoza i lokalnych czynnikéw
geologicznych, np. przepuszczalnosci skat nadktadowych. W zwigzku z wieloptaszczyznowym, negatywnym
oddziatywaniem kopalni na $rodowisko naturalne oraz zwiekszajgcymi sie problemami z eksploatacjg
(m. in. rosngcg wraz z gtebokoscig temperaturg i iloscig zaadsorbowanego w poktadach metanu) narasta
zainteresowanie alternatywnymi sposobami zagospodarowania zt6z wegli kopalnych poprzez
wykorzystanie wystepujgcego w nich metanu do produkgcji energii. W wielu miejscach na swiecie metan
poktadéw wegla jest juz eksploatowany (Liang i in., 2021), jednak jedynie z utwordéw o wysokiej
metanonosnosci. Jednym z pomystéw na wykorzystanie pozostatych zasobéw wegla jest zwiekszenie iloSci
wystepujacego w poktadach metanu na drodze biologicznego zgazowania zdeponowanej w nich materii

organicznej. Rozwigzanie to mogtoby by¢ zastosowane w zamykanych kopalniach jak réwniez w ztozach,
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ktorych eksploatacja z wykorzystaniem tradycyjnych metod jest niemozliwa lub nieuzasadniona

ekonomicznie.

Transformacja kopalnej materii organicznej do metanu przez mikroorganizmy jest zjawiskiem
wystepujagcym naturalnie w wielu basenach sedymentacyjnych. Biologiczne pochodzenie gazéw
towarzyszgcych weglom potwierdzajg liczne badania geochemiczne (Meslé i in., 2013; Strgpociin., 2011).
Wsrdd wegli kopalnych, najbardziej dostepne sg substraty wystepujace w torfie oraz weglach brunatnych,
reprezentujgcych wczesne etapy diagenezy. Rozciggniete w czasie oddziatywanie wysokiej temperatury
i cisnienia, ktérych motorem jest gtebokie pograzenie osaddéw, zmieniajg strukture materii organicznej
wegli kamiennych, zmniejszajgc znaczaco jej biodostepnosé. Czynniki te sktadajg sie na stadium
metamorfizmu, czyli przeksztatcania wegli brunatnych w kamienne. Teoretycznie, przemiany
metamorficzne eliminujg mozliwos¢ biodegradacji wegla in situ. Modele rekonstruujace historie
pograzenia wielu formacji weglonosnych wskazujg, ze osiggaty one temperatury przekraczajgce zdolnosé
przetrwania jakichkolwiek poznanych mikroorganizméw. Pomimo tych oczywistych ograniczen, skfad
izotopowy CHs, w wielu basenach sedymentacyjnych, wskazuje na jego mieszane, biologiczno -
abiogeniczne pochodzenie. Przypuszcza sie, iz moze to byé wynik wtdérnej kolonizacji wegla przez
mikroorganizmy, ktérych nosnikiem jest woda przemieszczajaca sie szczelinami lub infiltrujgca przez

porowate skaty stanowigce nadktad poktadéw (Strgpociin., 2011).

Transformacja materii organicznej do metanu odbywa sie wielostopniowo. Wytwarzanie CH4 przez
metanogeniczne Archaea poprzedzone jest etapem hydrolizy (wstepnego rozktadu makromolekut
organicznych do prostszych zwigzkéw), acidogenezy (podczas ktérej z produktdow hydrolizy wytwarzane
sg kwasy karboksylowe, alkohole, aldehydy, ketony oraz ditlenek wegla i woddr) oraz acetogenezy
(w czasie ktérej nastepuje przemiana kwaséw organicznych i alkoholi do kwasu octowego, ditlenku wegla
i wodoru). Beztlenowy rozktad materii organicznej jest procesem, w ktéry procz metanogendow
zaangazowanych jest wiele bakterii, wéréd ktérych wiodacg role odgrywaja przedstawiciele typow:
Firmicutes, Bacteroidetes, Chloroflexi, Proteobacteria i Atribacteria. Mikroorganizmy odpowiedzialne
za wystepowanie metanogenezy w weglach kopalnych (szczegdlnie kamiennych) sg obecnie przedmiotem

intensywnych badan naukowych (Akimbekov i in., 2021; Wangi in., 2021).

Dziatalnosc¢ cztowieka powoduje daleko idgce przeobrazenie srodowiska geologicznego. W zasiegu
wyrobisk  kopalni, warunki bytowania mikroorganizméw ulegaja zmianie w  stosunku
do nieeksploatowanych partii ztoza. Szczegdlnie istotna jest zmiana natlenienia, ktdra nastepuje w wyniku
wentylacji (w odniesieniu do kopalni podziemnych) lub usuniecia warstw nadktadowych (w kopalniach
odkrywkowych). Nie bez znaczenia jest takie zwiekszona mobilno$¢ wod w obszarze eksploatac;i.
Przeciecie warstw izolujgcych poziomy wodonos$ne moze sprzyjac infiltracji zt6z wegla przez wody niosgce

substancje odzywcze i tlen rozpuszczony. Ich obecno$é¢ sprzyja rozwojowi tlenowych bakterii,
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m. in. metanotroficznych. Metanotrofy wystepujg w wielu ekosystemach, praktycznie wszedzie tam,
gdzie istniejg stabilne Zrédta metanu. Szeroko rozpowszechnione s3 w wodach (podziemnych
oraz powierzchniowych), osadach i glebach. Znane s3 takze liczne przyktady metanotroficznych endofitow
rodlin. Pod wzgledem taksonomii i ekofizjologii, metanotrofy tlenowe stanowig zrdznicowang grupe.
Naleza do niej reprezentanci Gammaproteobacteria (typ |, z rodzinami Methylococcaceae
i Methylothermaceae), Alphaproteobacteria (typ ll, z rodzinami Methylocystaceae i Beijerinckiaceae)
oraz Verrucomicrobia (czasem okreslane jako typ Ill, rodzina Methylacidiphilaceae), wykazujgcy

przystosowanie do szerokiej gamy zréznicowanych warunkdéw srodowiskowych (Knief, 2019).

Wedtug réznych szacunkéw, tlenowe bakterie metanotroficzne odpowiedzialne sg za 5-10%
catkowitego utleniania atmosferycznego CH4 (Saunois i in., 2020). Ich rola w ksztattowaniu klimatu Ziemi
jest w istocie wieksza, gdyz dane te nie uwzgledniajg aktywnosci mikroorganizmow bytujgcych na granicy
stref tlenowej i beztlenowej, jaka wystepuje w wielu lgdowych i wodnych ekosystemach. W rzeczywistosci
znaczna cze$¢ metanu produkowanego w Srodowiskach beztlenowych (tj. np. pola ryzowe czy torfowiska)
jest utleniana przez bakterie metanotroficzne jeszcze na etapie transportu, zanim przeniknie do atmosfery.
Szacuje sie, ze w przypadku torfowisk efektywnos¢ metanotroféw w eliminacji strumienia emisji CHa
z warstw podpowierzchniowych moze siega¢ nawet 90% (Conrad, 2009; Sultana i in., 2022). Jak wykazaty
przeprowadzone przeze mnie badania, utlenianie metanu moze zachodzi¢ takze w kopalniach wegla

(Pytlakiin., 2012; Stepniewska i in., 2013; Stepniewska i Pytlak, 2008).

Ze wzgledu na izolacje weglonosnych utwordw geologicznych oraz specyficzne warunki bytowania
wymuszajgce powolne tempo metabolizmu, mikroorganizmy biorgce udziat w formowaniu i utlenianiu
wystepujacego w ztozach metanu dtugo pozostawaty stabo rozpoznane. Niepetna wiedza dotyczaca
bioréznorodnosci oraz wptywu czynnikow srodowiskowych na zbiorowiska tych mikroorganizméw byty
inspiracjg do podjecia badan, ktorych wyniki zostaty przedstawione w publikacjach sktadajacych sie
na osiggniecie naukowe. Pozyskanie wieloptaszczyznowych danych byto mozliwe dzieki zastosowaniu
nowoczesnych technik badawczych, ktérych znaczny rozwdj miat miejsce w ostatniej dekadzie (zaréwno
w obszarze mikrobiologii — tj. bardziej efektywne metody ekstrakcji i sekwencjonowania kwasow

nukleinowych, jak i biogeochemii - m. in. analiza i interpretacja biomarkerdw lipidowych).

Celem badan przedstawionych w osiggnieciu naukowym byto rozpoznanie biologicznego

podtfoza produkcji i utleniania metanu w ztozach wegli brunatnych i kamiennych.

Realizowana tematyka, chociaz mieszczagca sie w zakresie badan podstawowych, dotyczyta
biezgcych problemdw sektora wydobywczego i korespondowata z zachodzgcymi w nim zmianami. Ttem
prowadzonych badan byty zagadnienia zwigzane z bezpieczenstwem pracy, oddziatywaniem kopalni
na Srodowisko naturalne i mozliwoscig alternatywnego wykorzystania zt6z wegla. Elementem wspdlnym

dla tych obszaréw jest metan oraz potrzeba pogtebienia wiedzy na temat mikrobiologicznych podstaw jego
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produkgciji i utleniania w ztozach wegli kopalnych. Zasadniczym celem badan przedstawionych w osiaggnieciu
naukowym byto rozpoznanie biologicznego podfoza tych proceséw w ztozach wegli brunatnych i
kamiennych. W ujeciu szczegétowym, osiggniecie postawionego celu naukowego wymagato realizacji
zadan badawczych obejmujacych swym zakresem 2 przeciwstawne procesy: formowanie i utlenianie

metanu, t.j.:

analize dystrybucji i identyfikacje bakterii metanotroficznych wystepujacych w ztozach wegli

kamiennych i brunatnych (lignitéw) (P1, P2),

- okreslenie sktadu i aktywnosci spotecznosci mikroorganizméw biorgcych udziat w transformacji
materii organicznej zdeponowanej w ztozach wegli kamiennych i brunatnych do CH4 (P3, P6)

- wskazanie czynnikéw determinujacych aktywnos¢ mikroorganizméw odpowiedzialnych
za formowanie i utlenianie metanu w ztozach (P1, P2, P3, P4, P6),

- okredlenie mozliwosci stymulowania metanogenezy w weglu kamiennym z wykorzystaniem

allochtonicznych mikroorganizméw (P5, P6).

Dazac do realizacji zaplanowanych tematéw nawigzatam wspodtprace ze specjalistami z zakresu
biofizyki, bioinformatyki oraz biogeochemii. Prace sktadajgce sie na cykl publikacji majg zatem charakter
interdyscyplinarny i sg wspétautorskie. W odniesieniu do kazdej z prezentowanych prac odpowiadatam
za opracowanie koncepcji badan, analize wynikéw i przygotowanie manuskryptu, a takze czesciowo

(w zakresie moich kompetenc;ji), za przeprowadzenie doswiadczen.

4.3.2 Omowienie wynikow badan

Publikacja 1 - Stepniewska Z., Pytlak A., Kuzniar A., 2014. Distribution of the methanotrophic bacteria in
Western part of the Upper Silesian Coal Basin (Borynia-Zofiéwka and Budryk coal mines). International

Journal of Coal Geology 130, 70-78, https://doi.org/10.1016/j.coal.2014.05.003

Celem pierwszego artykutu z cyklu byto rozpoznanie rozmieszczenia oraz wstepna identyfikacja
tlenowych bakterii metanotroficznych wystepujacych w otoczeniu wybranych poktadéow wegla
kamiennego Gérnoslaskiego Zagtebia Weglowego (GZW). Jest to jeden z najintensywniej eksploatowanych

obszaréw gorniczych Europy, w ktérym pozyskiwany jest zaréwno wegiel kamienny jak i metan.

Analizom poddatam skaty towarzyszace 9 poktadom zlokalizowanym w zachodniej czesci GZW.
Wykazatam, iz w karbonskich formacjach weglonosnych, bakterie metanotroficzne sg szeroko
rozpowszechnione. Potwierdzity to przeprowadzone w warunkach laboratoryjnych (30°C, 10% v/v CHa,
100% petnej pojemnosci wodnej - PPW) pomiary aktywnosci metanotroficznej, ktéra miescita
sie w zakresie od 0,191 do 2,513 pumol CH4 g d*. Do identyfikacji mikroorganizméw odpowiedzialnych
za utlenianie CHs; wykorzystano zestawy starterow IF/IR oraz IIF/IIR (Chen, 2007) o sekwencjach

komplementarnych do genu 16S rRNA, specyficzne dla metanotroféw nalezgcych odpowiednio do klas
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Gamma- i Alphaproteobacteria. Analiza sekwencji uzyskanych fragmentéow 16S rDNA wykazata,
iz wystepujagce w formacjach weglonosnych metanotrofy wykazujg najwieksze podobienstwo
do przedstawicieli rodzajéw Methylobacter, Methylococcus i Methylocaldum. W materiale zasiedlonym
przez Methylocaldum utlenianie metanu byto najbardziej efektywne. Za mozliwg przyczyne tego zjawiska
uznano fakt, iz bakterie nalezgce do Methylocaldum sg zdolne do asymilacji N,, co jest szczegdlnie istotne
w formacjach weglonosnych, gdzie dostepnos¢ N-NOs, preferowanego zrddta azotu dla metanotroféw, jest
bardzo niska. W takich warunkach metanotrofy sg zmuszone do pozyskiwania azotu z N;
lub wykorzystywania N-NH,. Asymilacja tego ostatniego jednak znacznie ostabia utlenianie metanu
poprzez hamowanie kluczowego enzymu w szlaku asymilacji wegla - monooksygenazy metanowej (MMO).
Metanotrofy nalezgce do Methylococcaceae (w tym Methylocaldum) w warunkach mikroaerofilnych wigza

N,, przez co wydajg sie lepiej dostosowane do warunkdw panujacych w ztozach wegla.

Omawiana praca byfa kontynuacjg i jednoczesnie rozwinieciem mojej tematyki doktorskiej, w ktérej
analizowatam zblizone zagadnienia w odniesieniu do Lubelskiego Zagtebia Weglowego (LZW). Badania
prowadzone przeze mnie na etapie doktoratu wykazaty, ze warunki panujgce w karboniskich skatach,
stanowigcych otoczenie poktadéw wegla kamiennego sg dalekie od optimum, a gtdéwnym czynnikiem
limitujagcym wzrost bakterii metanotroficznych w przewietrzanych partiach goérotworu jest niska
wilgotnos¢ (Stepniewska i in., 2013). Ograniczenie to wystepowato rowniez w utworach GZW, ktérych
wilgotnos¢ wynosita maksymalnie 3.5 %. Pomimo to, stwierdzono, iz w badanych lokalizacjach istnieje
negatywna zalezno$¢ pomiedzy iloscig wystepujgcego w ztozu metanu (tzw. metanonosnoscig), a
potencjalng (wyznaczong w warunkach optymalnej wilgotnosci) aktywnoscig metanotroficzng. Biorgc pod
uwage warunki panujgce w gérotworze stwierdzitam, iz aktualnie biologiczne utlenianie metanu jest w nim
zahamowane, a wystepujgca zaleznos¢ jest konsekwencjg przesztych proceséw geologicznych. Wedtug
Pluta (2005), w badanym regionie GZW, uksztattowane juz warstwy weglonosne zostaty wyniesione na
powierzchnie (o czym Swiadczy zerodowana powierzchnia warstw karbonskich), a nastepnie podlegaty
infiltracji przez wody meteoryczne kilku cykli hydrologicznych. W ich wyniku pierwotne wody gérotworu

zostaty wyparte przez wody meteoryczne, stanowigce potencjalne zrédto mikroorganizmow.

Mimo, ze aktualnie biologiczne utlenianie metanu w warstwach karbonskich analizowanej czesci
GZW jest zahamowane i nie wydaje sie mie¢ wplywu na bezpieczenstwo w kopalniach czy ilos¢
emitowanego metanu, nalezy proces ten bra¢ pod uwage planujgc operacje gornicze, ktérych wynikiem
bedzie przemieszczanie natlenionych wéd w gérotworze (np. prace dazace do biologicznego zgazowania
wegla). Stymulowana w ten sposdb aktywnos¢ bakterii metanotroficznych moze rzutowaé np.
na efektywnos¢ pozyskiwania metanu ze zt6z wegla, szczegdlnie tych zasiedlonych przez metanotrofy

zdolne do asymilacji Na.
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Publikacja 2 - Pytlak A., Sparkes R., Goraj W., Szafranek-Nakonieczna A., Banach A., Akmetkaliyeva S.,
Stowakiewicz M. 2021. Methanotroph-derived bacteriohopanepolyol signatures in sediments covering
Miocene brown coal deposits. International Journal of Coal Geology 242, 103759,

https://doi.org/10.1016/j.coal.2021.103759

Artykut ten stanowi kontynuacje badan nad rolg bakterii metanotroficznych w utlenianiu CHa
w formacjach geologicznych (opisywanych juz w P1) - w tym przypadku zwigzanych z weglami brunatnymi
(lignitami). Rozpatrywane jako srodowisko zycia mikroorganizméw, ztoza wegli brunatnych biegunowo
réznig sie od zt6z wegli kamiennych. Gtéwng tego przyczyng jest brak wywotanej gtebokim pograzeniem
kompresji oraz zawansowanej ewolucji termicznej osaddw, ponadto, zalegajgc na mniejszych
gtebokosciach, ztoza lignitdw utrzymujg ciggto$¢ hydrologiczng z wodami powierzchniowymi, a
zdeponowana w poktadach materia organiczna podlega diagenezie, w toku ktérej formowany jest metan.
llos¢ wydzielanego gazu z czasem maleje, jednak badania prowadzone w wielu basenach
sedymentacyjnych potwierdzity wystepowanie w nich metanogenezy, pomimo uptywu milionéw lat

(Strgpociin., 2011).

W omawianej pracy, przyjeto zatozenie, iz dyfundujgcy w kierunku atmosfery gaz przyczynia sie do
wzrostu bakterii metanotroficznych w otaczajgcych wegiel warstwach osaddéw, ktére stanowig swoisty
bufor ograniczajacy emisje CHs do atmosfery. Narzedziem umozliwiajagcym okreslenie, ktére warstwy
geologiczne wystepujace w profilu z16z lignitu odgrywaja najwieksza role w eliminacji CH4 sg biomarkery
lipidowe - bakteriohopanoidy (BHP) (van Winden i in., 2012). Zwigzki te syntetyzowane s3g przez wiele
mikroorganizméw, a w komdrkach stanowig integralng czes¢ btony cytoplazmatycznej, nadajac
jej wytrzymatosé i kontrolujgc transport jondw. Pod wzgledem chemicznym, BHP nalezg do triterpenoidéw
pentacyklicznych, ktére w odrdznieniu od kwaséw nukleinowych, wykazujg duzg trwatos¢ w srodowisku,
takze po Smierci komérki. Charakterystyczne struktury BHP oraz produkty ich degradacji s3 zachowane
w zapisie geologicznym wielu formacji. Obecnos¢ tancuchéw bocznych i grup funkcyjnych pozwala
na rozréznienie BHP pochodzacych od réznych grup mikroorganizméw, zatem dynamika zmian stezenia
biomarkeréw w poszczegdlnych warstwach profilu geologicznego jest miarg intensywnosci zachodzacych
w nich procesow, poczawszy od okresu formowania po terazniejszo$¢ (Cappellini i in., 2018;

Talbot iin., 2014) .

Metanotrofy syntetyzuja wiele rdéinych BHP. Najbardziej charakterystyczne dla tych
mikroorganizméw sg struktury zawierajgce grupy aminowe - aminobakteriohopany (NH-BHP) badz
metylowane w pozycji C3 (C3-BHP) (Rush i in., 2016). Do najwazniejszych NH-BHP nalezg: 35-
aminobacteriohopane-30,31,32,33,34-pentol (aminopentol), syntetyzowany niemal wytacznie przez
metanotrofy typu | (Gammaproteobacteria), 35-aminobacteriohopane-31,32,33,34-tetrol (aminotetrol)

oraz 35-aminobacteriohopane-32,33,34-triol (aminotriol), ktére stwierdzi¢ mozna w komédrkach prawie
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wszystkich metanotrofow typu | i Il (Alphaproteobacteria) z wyjgtkiem Methylocella. Obecnosc
specyficznych dla metanotrofédw BHP w ztozach lignitdw sygnalizowaty wczesniejsze prace

(Inglis i in., 2015; Talbot i in., 2016).

W prezentowanej pracy analizowano dystrybucje i specjacje BHP w osadach otaczajgcych poktady
wegli brunatnych w rejonie Turowa i Betchatowa. Specyficzne dla metanotroféw BHP, obecne byly we
wszystkich prébach, przy czym, co zaskakujgce, w obu basenach sedymentacyjnych, najwieksze ich
stezenia stwierdzono w samych weglach brunatnych. Warstwy mineralne zawieraty kilkadziesigt razy mniej
BHP. Posréd badanych parametrow srodowiskowych (pH, EC, N-NOs, P-PO,, TOC, IC) jedynie TOC
korelowat w sposéb istotny ze stezeniami specyficznych dla metanotroféow BHP. Sugeruje to,
iz w poktadach wegli brunatnych, podobnie jak we wspdfczesnych torfowiskach, mikroorganizmy
odpowiedzialne za procesy metanotrofii i metanogenezy wystepowaty w bezposredniej bliskosci, a
kierunek przemian CH, determinowany byt przez dynamike warunkéw natlenienia mikrohabitatow.
Jednoczesnie nalezy zauwazy¢, ze w osadach o charakterze mineralnym, w ktérych stwierdzono bardzo
niskie stezenie BHP, struktury charakterystyczne dla metanotrofdw stanowity ich znaczacy odsetek
(do 32%). Wysoki udziat NH-BHP potwierdza iz poktady wegla wywieraty istotny wptyw na sktad
spotecznosci mikroorganizméw w otaczajgcych go utworach geologicznych, w ktérych dzieki

emitowanemu z wegla CH,, dominujgca strategiag metaboliczng byta metanotrofia.

Bioragc pod uwage iz ekstrakcja BHP obejmuje zwigzki pochodzgce zaréwno od wspdtczesnie zyjgcych
jak i przesztych mikroorganizméw (bez mozliwosci ich rozréznienia), ptynaca z tej pracy implikacja dla
dalszych badan polega na zwréceniu uwagi na poktady wegla (nie tylko - jak dotychczas - skaty

nadktadowe), jako mozliwe miejsce biologicznego utleniania CH, z udziatem metanotrofow.

Publikacja 3 - Pytlak A., Sujak A., Szafranek-Nakonieczna A., Grzadziel J., Banach A., Goraj W., Gatazka
A., Gruszecki W. 1., Stepniewska Z., 2020. Water-induced molecular changes of hard coals and lignites.

International Journal of Coal Geology 224, 103481. https://doi.org/10.1016/j.coal.2020.103481

Whioski ptyngce z wynikdéw opisanych w pracach P1 oraz P2 oraz doniesienia literaturowe
sugerujgce istnienie luk w wiedzy na temat ekofizjologii bakterii metanotroficznych (przede wszystkim
dotyczacych mozliwosci ich przetrwania w warunkach beztlenowych), wskazujg, iz transformacja CH,

w Srodowiskach geologicznych jest procesem dalece bardziej ztozonym niz przypuszczano.

Majac na wzgledzie mozliwg koegzystencje mikroorganizméw odpowiedzialnych za formowanie
i utlenianie metanu w ztozach wegli oraz wptyw dziatalnosci ludzkiej na panujgce w nich warunki
hydrologiczne, podjetam badania nad wptywem wilgotnosci na sktad spotecznosci mikroorganizméw

(w oparciu o sekwencjonowanie amplikondw 16S rDNA w technologii lllumina), strukture materii
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organicznej (z wykorzystaniem spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni - FTIR) i formowanie gazow

szklarniowych (CH4 i CO,) w wybranych weglach kamiennych i brunatnych.

Prace prowadzono na materiatach pochodzgcych z najwazniejszych obszaréw eksploatacji paliw
kopalnych w Polsce. Wegle kamienne pozyskano z GZW i LZW natomiast brunatne z kopalni Turéw
i Betchatow, bedacych gtéwnymi dostawcami lignitu w Polsce. Eksperyment symulujacy warunki zalania
wegli wodg (ktére w kopalniach nastepuje po zakonczeniu eksploatacji lub w wyniku przerwania
wystepujacych w ztozu barier hydrologicznych) prowadzono przez 450 dni, w atmosferze N,. Czas ten byt
wystarczajacy aby w badanych materiatach, pod wptywem autochtonicznej mikrobioty, nastgpity zmiany
struktury materii organicznej. Przejawiaty sie one zmiang przebiegu widm FTIR w zakresach: 3724 —
2555 cm™i 1900-400 cm™. Reorganizacja polegata m. in. na spadku aromatycznosci i stopnia kondensacji,
ktére ujawnity sie we wszystkich materiatach. Znaczacy byt réwniez zanik piku w obszarze
charakterystycznym dla drgan rozciggajgcych grupy —COOH. Obserwacje te pozostajg w zgodzie z danymi
literaturowymi, ktdre wskazuja, iz C pochodzacy z grup karboksylowych jest stosunkowo fatwo witgczany
do szlakéw metabolicznych mikroorganizmdw bytujgcych w weglu. Wynika to z faktu, iz energia dysocjacji
grupy —COOH jest nizsza niz wymagana do rozerwania wigzan wystepujacych w strukturach aromatycznych

i alifatycznych (Strgpociin., 2011).

Gtéwnym gazowym produktem rozktadu wegli w trakcie doswiadczenia byt CO; (maks. 150 nmol
CO, gt doba™). Jego uwalnianie byto $cisle zwigzane z dojrzatoscig materii organicznej i kilkakrotnie wyzsze
w poddawanych hydratacji weglach brunatnych niz w kamiennych. Wskazuje to na wiekszg aktywnos¢
respiracyjng mikroorganizmdéw, wystepujgcych w mtodszych i mniej przeksztatconych termicznie
materiatach, co jest zgodne z obserwacjami prezentowanymi w literaturze. Tempo emisji metanu
z badanych materiatéw byto wielokrotnie mniejsze niz CO; i bardzo zréznicowane. Najwiekszg produkcje
CH4 (0.1 nmol CHs gt doba) odnotowano w weglu brunatnym z kopalni Befchatéw. llo$ci metanu

emitowanego z wegla pozyskanego z kopali Turédw oraz z obu wegli kamiennych byty kilkukrotnie mniejsze.

Wyniki analiz dotyczgcych gazowych produktdw przemiany materii organicznej zawartej weglach
korespondowaty ze sktadem spotecznosci mikroorganizmdw. Udziat metanogenicznych Archaea byt w nich
bardzo niski, a zwiekszenie wilgotnosci symulujgce zalanie zaowocowato ich zwiekszong reprezentacja
(maks. do 3%) jedynie w najmtodszym, a zarazem charakteryzujgcym sie najmniejszym stopniem
karbonifikacji weglu brunatnym z rejonu Betchatowa. Na uwage zastuguje obecnosé w badanych weglach
bakterii metanotroficznych. Szczegdlnie licznie reprezentowane byty bakterie z rodzaju Methylocystis oraz
Methylomicrobium w spotecznosciach zasiedlajgcych wegle brunatne. Ich obecnos¢ wskazuje
na mozliwos¢ biologicznej utylizacji metanu in situ i wspétgra z wnioskami przedstawionymi w publikacji
P2, w ktérej wykazano, iz w tego typu weglach wystepujg wysokie stezenia charakterystycznych dla

metanotroféw biomarkerdw lipidowych (BHP).
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Uzyskane wyniki poszerzajg stan wiedzy na temat wystepowania bakterii metanotroficznych oraz
sg zgodne z doniesieniami wskazujgcych na wystepowanie metanotroféw nalezgcych do klas Alpha-
i Gammaproteobacteria w srodowiskach geologicznych i beztlenowych (Farhan Ul Haque i in., 2018;
Kotelnikova, 2002; Mills i in., 2010). W Swietle opublikowanych niedawno badan, nalezy zweryfikowac
m. in. przekonanie nt. stricte tlenowego metabolizmu metanotroféw typu | i Il. Istnieje coraz wiecej
dowoddw na to, ze czesé tlenowych metanotrofow jest w istocie fakultatywnie beztlenowa. Przyktadem
jest opisany przez van Grinsven (2021), nalezacy do rodziny Methylococcaceae szczep (wyizolowany
z anoksycznej warstwy kolumny wody jeziornej), ktdry wykazuje wzrost i efektywnie utylizuje CHs4
z wykorzystaniem jako akceptoréw elektronowych zaréwno O,, NOs™ jak i SO4*. Co wiecej, analiza genomu
WW. szczepu ujawnita jego adaptacje do ograniczonej dostepnosci tlenu, a takze szlaki fermentacji
mieszanej kwasow i produkcji H,. Réwniez metanotrofy nalezgce do rodziny Methylocystaceae (obecne
m. in w weglach) wykazujg duzg elastycznos$¢ Srodowiskowg: mogg wykorzystywaé metan w szerokim
zakresie stezen (Baani i Liesack, 2008), wzrasta¢ na octanach (Belova i in.,, 2011) i etanolu
(Vorobeviin., 2014). Wykazano tez, ze niektdre szczepy rodzaju Methylocystis utrzymujg aktywnosc
komodrkowg w warunkach beztlenowych poprzez fermentacyjny metabolizm polihydroksyalkanolanéw

(Vecherskaya i in., 2009).

Na uwage zastuguje takze fakt, iz pomimo ze sciezki transformacji zawartej w weglu materii
organicznej byty zblizone, zasiedlajgce je spotecznosci mikroorganizméw wykazywaty duze zréznicowanie,
zarowno pod wzgledem sktadu taksonomicznego jak i bioréznorodnosci. W badanych materiatach
wyodrebniono od 192 do 1277 unikalnych ASVs (amplicon sequence variants - wariantow sekwencji
amplikonéw). Rowniez kierunek przemian sktadu mikrobioty w trakcie doswiadczenia byt specyficzny dla
kazdej z préobkowanych lokalizacji. Wyniki te wskazujg na istotng role warunkéw in situ, w tym
antropogenicznej transformacji warunkéw hydrologicznych, w ksztattowaniu sktadu spotecznosci
mikroorganizmodw zasiedlajacych ztoza wegli kopalnych i w konsekwencji w ilosci i jakosci emitowanych

gazdéw szklarniowych (GHG) (CO, i CHa).

Publikacja 4 - Pytlak A., Szafranek-Nakonieczna A., Goraj W., Sniezyrska I., Krazata A., Banach A., Ristovi¢
l., Stowakiewicz M., Stepniewska Z. 2021., a survey of greenhouse gases production in central European
lignites. Science of the Total Environment, 800, 149551,
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149551

Majgc na wzgledzie opisane w pracach P2 i P3 duze zrdinicowanie sktadu i aktywnosci
mikroorganizmodw odpowiedzialnych za transformacje CH4 w ztozach lignitéw, kolejny etap badan polegat
na analizie biologicznego potencjatu formowania tego gazu (a takze innych GHG) w utworach
wystepujacych w wybranych ztozach Europy Srodkowej. Zagadnienie to ma duze znaczenie praktyczne.

Prognozuje sie, iz zmiany zachodzgce na rynku energii doprowadzg wkrétce do zaprzestania wydobycia
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wegla brunatnego (Alves Dias i in., 2018). Jest to rownoznaczne z zalaniem wodg zasobdéw pozostatych
w wyrobiskach wiekszosci kopalni. Emisje GHG bedace konsekwencjg tego zdarzenia, sg trudne do
oszacowania poniewaz wiedza na temat wptywu warunkdw hydrologicznych na proces biologicznego
formowania metanu w ztozach jest szczgtkowa. Ponadto w odniesieniu do kopalni odkrywkowych wegla
brunatnego nie ma opracowanych metod wyznaczania emisji GHG (Buendia i in., 2019). Biorgc pod uwage
postepujgce zmiany klimatu podjecie préby uzupetniania luk w wiedzy w tym zakresie wydaje sie by¢

zasadne.

Prébki wegli brunatnych pobrano z 5 kopalA zlokalizowanych w Europie Srodkowej: Betchatéw,
Turéw i Konin (Polska) - ktére tgcznie odpowiadaja za ok. 95% produkcji wegla brunatnego w Polsce,
Kolubara (Serbia) - ktéra dostarcza blisko 75% krajowego wegla brunatnego w Serbii oraz Velenje
(Stowenia) — o mniejszym znaczeniu strategicznym lecz unikalnej, ze wzgledu na rzadko stosowang
w odniesieniu do lignitow metode eksploatacji podziemnej. Z wyjgtkiem ostatniej, wszystkie kopalnie maja
charakter odkrywkowy. W kazdej lokalizacji pobrano proby reprezentujace aktualnie eksploatowane
poktady wegla. W sumie badaniami objeto 9 materiatow zréznicowanych pod wzgledem wieku (Miocen
i Pliocen) i litologii (wegle ksylitowe, detroksylitowe i detrytusowe). W warunkach laboratoryjnych,
przeprowadzono serie doswiadczern majgcych na celu zbadanie wtasciwosci fizyczno-chemicznych oraz
tempa emisji GHG z zalanych wegli brunatnych, w wyniku ich biologicznego rozktadu przez autochtoniczng

mikrobiote.

Uzyskane wyniki byty w duzej mierze zgodne z prezentowanymi wczesniej, dla wybranych ztéz
z terenu Polski (P3). Gtdwnym produktem gazowym emitowanym z lignitow byt ditlenek wegla. Dzienna
produkcja CO; w badanych materiatach byta bardzo zmienna. Najwyzszg produkcje odnotowano w weglu
detroksylitowym ze ztoza kopalni Konin (402 nmol CO, g doba?), a najnizszg w ksylitowym pobranym
z kopalni Kolubara (20 nmol CO, g! doba®). Produkcja metanu byfa wielokrotnie nizsza i réwnie
zréznicowana jak CO;. Wyrdzniajagcym sie materiatem byt wegiel detrytusowy, pozyskany z kopalni
podziemnej Velenje, w ktérym formowanie metanu odbywato sie z predkosciag 66 nmol CHs gt doba™.
Wartos$¢ byta kilkadziesiat razy wieksza niz w pozostatych lignitach. Stwierdzono, ze jednym z kluczowych
czynnikdéw, determinujgcych aktywnos¢ mikroorganizméw degradujgcych wegiel byty warunki
oksydacyjno-redukcyjne (Eh) panujace w ztozu. Produkcja CO; byta skorelowana pozytywnie z warto$ciami
Eh natomiast w odniesieniu do CHa4relacja ta byta odwrotna. Opisane zaleznosci odpowiadajg ekofizjologii
mikroorganizmodw biorgcych udziat w transformacji GHG. Wysokg metanogeniczno$¢ wegla z podziemnej
kopalni Velenje mozna przypisa¢ ograniczonej ekspozycji materiatu (i jego autochtonicznej mikrobioty)
natlen atmosferyczny (w pordwnaniu z materiatami pochodzacymi z kopalni odkrywkowych).

Odpowiedzialne za formowanie metanu Archaea s bowiem wrazliwe na stres oksydacyjny.
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Drugim istotnym czynnikiem wptywajacym na produkcje GHG byt litotyp wegla brunatnego.
Najmniejszy wptyw na $rodowisko, mierzony jako sumaryczny GWP badanych gazéw - 3,91 x 10 tona™
rok, wykazat wegiel ksylitowy (Kolubara). Wegle zawierajgce komponent detrytusowy uwalniaty znacznie
wiecej GHG (do 1,5 x 102 tona™ rok™?). Ta dysproporcja wydaje sie by¢ zwigzana z niskg podatnoscig wegli
ksylitowych na biologiczng degradacje. Utwory tego typu sktadajg sie gtownie z ligniny oraz maceratéw
ligninopochodnych, ktére stanowig najtrudniejszg w degradacji frakcje biomasy roslinnej i jednoczesnie

»Waskie gardto” wielu proceséw biologicznych.

Whioski ptynace z przeprowadzonych badan wskazujg, iz jesli juz konieczna jest eksploatacja wegla
brunatnego to w obecnie lepiej jest skoncentrowac sie na wydobyciu wegli detrytusowych. Wydaje sie, iz
pozostawione w wyrobiskach kopalni i w przysztosci (po zamknieciu zaktadéw) zalane, mogg one stanowic

wieksze Zzrdodto emisji gazéw cieplarnianych niz wegle ksylitowe.

Publikacja 5 — Szafranek-Nakonieczna A., Pytlak A., Grzadziel J., Kubaczynski A., Banach A., Gorski A.,
Goraj W., Kuzniar A., Gatazka A., Stepniewska Z., 2019. Changes in the Substrate Source Reveal Novel
Interactions in the Sediment-Derived Methanogenic Microbial Community. International Journal of

Molecular Sciences 20(18): 4415. https://doi.org/10.3390/ijms20184415

Publikacja 6 - Pytlak A., Szafranek-Nakonieczna A., Sujak A., Grzadziel J., Polakowski C., Kuzniar A., Proc
K., Kubaczynski A., Goraj B., Gatazka A., Gruszecki W.l., Bieganowski A., Stepniewska Z. 2020.
Stimulation of methanogenesis in bituminous coal from the upper Silesian coal basin. International

Journal of Coal Geology, 231, 103609. https://doi.org/10.1016/j.coal.2020.103609

Zmiany nastepujgce na rynku energii wskazujg iz w przysztosci, wegle kopalne nie beda
wykorzystane bezposrednio jako zrédto energii. Jedng z metod ich przetwarzania, redukujgca stopien
oddziatywania na $rodowisko jest biologiczne zgazowanie do CHs. Niemniej, wyniki zaprezentowane
w pracach P3 i P4, a takze dane literaturowe z réznych rejonéw Swiata wskazujg, iz biologiczna
transformacja materii organicznej do metanu, zaréowno w ztozach wegli brunatnych jak i kamiennych
odbywa sie w bardzo ograniczonym tempie. Obecnie, w wielu osrodkach na swiecie trwajg intensywne
prace majgce na celu stymulacje tego procesu. W artykutach P5 i P6 zaprezentowatam wyniki badan
dotyczacych bioaugmentacji wegla allochtoniczng spotecznoscia mikroorganizmoéow w celu stymulac;ji
biologicznej produkcji metanu. Wydajno$¢ produkcji CH, zalezy bowiem zaréwno od dostepnosci
substratéw (co wykazano w P3 i P4) jak i od sktadu mikrobioty determinujgcej rozktad materii organicznej
(P3). Poszukiwania spotecznosci mikroorganizméw zdolnych do stymulacji metanogenezy w weglach
kopalnych bylty przedmiotem wielu badan. Do tego celu stosowano pozywki mineralne oraz inokulaty
mikroorganizmdéw pochodzacych np. z uktadu pokarmowego termitéw, gleb torfowych, gleb z pdl

ryzowych, odchoddéw przezuwaczy czy wéd kopalnianych (Gupta i Gupta, 2014; Jones i in., 2010;
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Oparaiin., 2012). W kazdym z wymienionych przypadkéw wykazano pozytywny wptyw zaszczepiania
mikroorganizmami na generowanie metanu, jednak z reguty nie uwzgledniano faktu, iz wraz z inokulatem,
do wegla wprowadzano pozostatosci medium, ktére w pierwszej kolejnosci mogty by¢ wykorzystane przez
mikroorganizmy do formowania CHa. Nalezy takze wzig¢ pod uwage iz wegle wystepujace w réznych
basenach sedymentacyjnych rdznig sie pod wzgledem genezy (np. rodzaju roslin, ktére daty im poczatek)
i stopnia przeksztatcenia. Trudno jest zatem ekstrapolowac znane z literatury rezultaty na nieprzebadane
dotychczas ztoza, a na gruncie polskim tematyka biologicznego zgazowania wegla nie doczekata sie
dotychczas opracowania. Celem badan opisanych w pracach P5 i P6 bylo pozyskanie spotecznosci

mikroorganizmow zdolnych do wytwarzania metanu w oparciu o wegiel jako jedyny substrat.

W pracy (P5) opisano izolacje spotecznosci mikroorganizmoéw zdolnych do wytwarzania metanu
z osadu dennego hipertroficznego zbiornika ,Szczecin”. Wystepujace w nim zakwity glonéw stanowig
zrodto materii organicznej, ktdra stanowi substrat do intensywnej produkcji metanu in situ. Wysoka
bioréznorodnos¢ (ponad 2500 unikalnych ASVs) wskazuje na duzy potencjat biotechnologiczny
zamieszkujgcej osad mikrobioty. Pobrany z dna zbiornika materiat wykorzystano do zatozenia hodowli
kultur mieszanych na podtozach zawierajgcych rézne zrédta wegla (trypton, ekstrakt drozdzowy, octany,
CO,/H,). W kolejnych etapach hodowli (na $wiezych podtozach) monitorowano sktad mikrobioty
(z wykorzystaniem sekwencjonowania amplikonéw 16S rDNA) i szybko$¢ produkcji metanu przez
mikroorganizmy. Wykazano, iz CH4 byt najefektywniej formowany (do 12.8 mg CHs dm™ doba™) w hodowli

z tryptonem, ekstraktem drozdzowym i w atmosferze zawierajgcej CO,/H,.

Zrdznicowanie warunkow hodowli mikroorganizmdéw pozwolito na przesledzenie interakcji miedzy
mikroorganizmami tworzgcymi spotecznosci. Analiza zbiorowisk, ktdre rozwinety sie na réznych zrédtach
wegla, rzucita m. in. nowe $wiatfo na ekofizjologie opisanego niedawno typu bakterii Caldiserica (dawniej
,Candidate  phylum  OP5”) oraz metanogenicznych  Archaea reprezentujgcych  rodzaje
Methanomassiliicoccus i Methanothrix. W oparciu o uzyskane wyniki i analize danych literaturowych
postawiono hipoteze, ze przedstawiciele Caldiserica mogg wywiera¢ pozytywny wptyw na aktywnosc
metanogendw wykorzystujacych szlak hydrogenotroficzny, poprzez wydzielanie H; na drodze
dysproporcjonowania tiosiarczanu. Biorgc pod uwage, iz biologiczna degradacja wegli przez
autochtoniczng mikrobiote prowadzi do wydzielania CO, (P3, P4) (ktéry jest substratem
hydrogenotroficznej metanogenezy), uznano, iz ich bioaugmentacja mikroorganizmami wyizolowanymi

z osadu zbiornika zapadliskowego ,,Szczecin” mogtaby sprzyja¢ formowaniu biogazu w poktadach wegli.

Z tego wzgledu dalsze moje badania, opisane w pracy P6 skoncentrowane byty na zbadaniu
mozliwosci stymulacji procesu biologicznego formowania CHs w weglu kamiennym pochodzgcym z GZW
(P6). Do bioaugmentacji wegla wykorzystano spotecznosci mikroorganizméw wyizolowane z osadu

zbiornika ,,Szczecin” oraz, dla poréwnania, z charakteryzujgcego sie intensywng metanonogenezg torfu
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(z torfowiska otaczajgcego jezioro ,Moszne” na Pojezierzu teczyrisko-Wiodawskim). Wnioskowania
prowadzono w oparciu o wyniki analizchromatograficznych (ilosciowe oznaczenia CO; i CH,), spektrometrii
masowe] stabilnych izotopédw (IRMS) (sktad stabilnych izotopéw C w gazowych produktach przemiany
materii), FTIR (transformacja materii organicznej) oraz sekwencjonowanie amplikonéw 16S rDNA (skfad

mikrobioty).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze spotecznosci mikroorganizméw pochodzace zaréwno z torfu,
jak i osadéw dennych zbiornika ,Szczecin” sg zdolne do degradacji wegla do metanu, jednakze
zdecydowanie wieksze tempo formowania gazu wystepowato w materiale zaszczepionym inokulatem
pochodzacym z osadu (do 18 nmol CHs g doba™). Na podstawie modyfikacji w przebiegu widm FT-IR
ustalono, ze analizowane spotecznosci réznig sie takie pod wzgledem sposobu wykorzystania
sfosylizowanej materii organicznej. Organizacja makromolekut wegla po inkubacji z mikrobiotg
wyizolowang z osadu sugeruje mniejszy udziat struktur aromatycznych w porédwnaniu do materiatu
wyjsciowego. Jednoczesnie, wykazana w probce produkcja metanu (najwyzsza sposréd badanych)
sugeruje, ze pierscienie aromatyczne zostaty nie tylko przegrupowane, ale takze skutecznie przeksztatcone
w jednoweglowe substraty gazowe (CO; i CHs). W weglu inokulowanym spotecznoscig pochodzaca z torfu
natomiast wiekszg role wydaje sie miec reorganizacja struktur alifatycznych, na co wskazuje spadek
wartosci indeksu CH,/CHs implikujacy pekanie taricuchow weglowych w trakcie inkubacji. Rowniez
frakcjonowanie stabilnych izotopow wegla sugeruje, iz obecny w fazie gazowej inkubacji CH4s mégt powstac
w wyniku odrebnych proceséw (rdznica wartosci 6*C wynosita okoto 20 %o.). Poziom frakcjonowania
13C-CH4 stwierdzony w prébkach wegla bioaugmentowanego mikroorganizmami pochodzgcymi z osadu lub
torfu byt nizszy niz np. w badaniach kultur metanogenicznych (Penning i in., 2005) lub mieszanych kultur
izolowanych z gleb (Galand i in., 2010). Czynnikiem, ktéry mégt mie¢ na to wptyw byty trudne warunki
panujgce w weglu. Frakcjonowanie C-CH, w procesach biologicznych uzaleznione jest bowiem od stanu
fizjologicznego komodrek i mogto przebiega¢ w sposéb mniej intensywny w spotecznosciach
mikroorganizméw rozwijajgcych sie na granicy przetrwania (Penger i in., 2012). Ponadto, w Swietle
niedawnych badan wptyw na frakcjonowanie izotopowe C-CH. majg takie stezenie gazu i dynamika

procesdw sorpcji/desorpcji gazu na powierzchni wegla (Niemann i Whiticar, 2017).

W weglach bioaugmentowanych mikroorganizmy wprowadzone wraz z inokulatami dominowaty
nad spotecznoscig autochtoniczng wegla. W odniesieniu do metanogendw, najliczniej reprezentowane
byty archeony z klasy Methanobacteria, wykorzystujgce hydrogenotroficzng $ciezke formowania CHa, Jak
opisano wczeséniej (P5), wyizolowane z osadu jeziornego mikroorganizmy mogty stymulowac ich
aktywnosé. Niemniej wydaje sie, iz tempo metanogenezy byto przede wszystkim uzaleznione od potencjatu
metabolicznego wystepujgcych w spotecznosci bakterii, odpowiedzialnych za hydrolize makromolekut

wegla. Zwrdécitam uwage na to, iz w spofecznosci zasiedlajgcej wegiel bioaugmentowany
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mikroorganizmami wyizolowanymi z osadu zbiornika ,,Szczecin”, licznie (powyzej 50%) reprezentowany byt
rzad Rhodocyclales, ktérego przedstawiciele (np. Thauera aromatica) (Ding i in., 2008) wykazujg zdolnos$¢
do wzrostu w oparciu o zwigzki o charakterze aromatycznym. Wyniki te korespondujg z ujawniong przez
FT-IR dearomatyzacjg wegla i zdajg sie potwierdzaé, iz wysokie, w porownaniu z probkami wegla
inokulowanymi pozostatymi wariantami doswiadczenia, tempo metanogenezy jest konsekwencjg
aktywnosci tej wtasnie grupy mikroorganizméw. Dearomatyzacja jest jedng z krytycznych przeszkdd
podczas degradacji wegla, dlatego tez wyizolowane z osadu spotecznos¢ mikroorganizméw ma duzy

potencjat biotechnologiczny.

Jednoczesnie, w sktadzie spotecznosci zasiedlajgcych badany wegiel kamienny, zaréwno
bezposrednio po pobraniu z poktadu jak i po bioaugmentacji potwierdzono obecnos¢ bakterii
metanotroficznych nalezagcych do rodzajéw Methylobacterium, Methylomicrobium, Methylomonas,

Methylocystis, co wspotgra z wynikami zaprezentowanymi w pracach P1i P3.

4.3.3 Podsumowanie osiggniecia naukowego

W pracach sktadajacych sie na osiggniecie naukowe wykazatam, iz:

e w ztozach wegli kopalnych wystepujg zréznicowane spotecznosci mikroorganizméw zdolnych do
utleniania metanu. Metanotrofy obecne sg w poktadach wegli (P2, P3) jak i warstwach mineralnych
stanowigcych ich otoczenie (P1, P2). Zaréwno markery genetyczne (sekwencje fragmentow genu 16S
rRNA) jak i geochemiczne (bakteriohopanoidy) wskazujg na obecnos¢ w srodowiskach geologicznych
zarowno metanotrofow typu | (klasa Gammaproteobacteria — rodzaje Methylobacter, Methylococcus,

Methylomicrobium i Methylocaldum) jak i Il (klasa Alphaproteobacteria — rodzaj Methylocystis).

e pomimo ograniczen (przede wszystkim w dostepnosci tlenu i wilgoci (Pytlak i in., 2014;
Stepniewska i in., 2013)), bakterie metanotroficzne sg szeroko rozprzestrzenione w formacjach
weglonosnych (P1, P2, P3). Dodatkowo, udowodnitam, iz w ztozach wegli kopalnych, mikroorganizmy
te preferujg warstwy geologiczne o charakterze organicznym. Wskazujg na to wysokie stezenia
specyficznych dla metanotrofow biomarkeréw lipidowych (BHP) w weglach, w poréwnaniu do warstw
mineralnych (P2) oraz wysoki udziat metanotroféw w spotecznosciach wyizolowanych z wegli (P3).
Ponadto wykazatam obecnos$¢ w ztozach wegli bakterii metanotroficznych nalezgcych do klas
Alpha- i Gammaproteobacteria, co wskazuje na ich wysokg elastyczno$s¢ metaboliczng i zdaje sie
potwierdzac pojawiajgce sie w literaturze informacje sugerujace iz mikroorganizmy te nie sg w istocie
scisle tlenowe i poza CHs sg zdolne do wykorzystania alternatywnych szlakéw asymilacji wegla

i pozyskiwania energii (P2, P3).

e spotecznosci mikroorganizméw wystepujgce w ztozach wegli cechuje duze zrdéznicowanie pod
wzgledem sktadu taksonomicznego i bioréznorodnosci (P3, P6). Jednoczesnie, kierunki przemian
zawartej w weglach materii organicznej pod wptywem autochtonicznej mikrobioty wykazujg szereg

podobienstw. Zaréowno w weglach kamiennych, jak i brunatnych nastepuje dearomatyzacja i
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dekondensacja struktur materii organicznej (P3). Wykazatam, iz we wszystkich badanych materiatach,
gtéwnym gazowym produktem przemiany materii, jest CO2 (P3, P4), a zdolno$¢ autochtonicznych
spotecznosci do wytwarzania CH, jest ograniczona (P3, P4, P6). Ponadto potwierdzitam iz, wegle
brunatne byty bardziej podatne na degradacje struktur materii organicznej niz kamienne, na co
wskazujg wyzsze wartosci zaréwno aktywnosci respiracyjnej jak i metanogenicznej (P3, P4).
Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty takze istotng role panujacych w ztozu warunkéw
oksydacyjno-redukcyjnych (Eh) - produkcja CH4 byta ujemnie skorelowana z wartosciami Eh (P4). Co
istotne, przeprowadzone przeze mnie badania po raz pierwszy wykazaty iz w grupie wegli brunatnych
istotnym czynnikiem wptywajgcym na wymiar produkcji CH4 i CO; jest takze litotyp , a negatywny
wptyw na biodegradacje wegli ma zawartos¢ maceratéw ksylitowych (powstatych z lignin).

e istnieje mozliwos¢ stymulowania metanogenezy w weglu kamiennym (P5, P6). Wykazatam, iz
inokulacja wegla kamiennego allochtonicznymi mikroorganizmami (wyizolowanymi z torfu i osadu
jeziornego (P5)), prowadzi do intensyfikacji biologicznego formowania CHs. Wskazatam takze, ze w
zaleznosci od skfadu introdukowanej spotecznosci, lezaca u podstaw metanogenezy degradacja
materii organicznej, moze przebiega¢ w rdéiny sposoéb (rozpad pierScieni aromatycznych lub
degradacja faiicuchéw alifatycznych) (P6). Niemniej, pomimo potwierdzonej biodegradacji zawartej
w weglu materii organicznej i stymulacji procesu formowania CH; (w stosunku do wegla
nieinokulowanego) ilo$¢ uzyskanego produktu wskazuje na ograniczone mozliwosci praktycznego
zastosowania tej technologii (P6).

e utlenianie CHy in situ, przez wystepujgce w ztozach bakterie metanotroficzne, jest jedng z mozliwych

przyczyn niskiej produktywnosci wegli w odniesieniu do formowania biogazu (P1, P3, P4, P6).

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa realizowana w wiecej niz jednej uczelni,

instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej

Moje dotychczasowe zainteresowania i aktywno$¢ naukowa koncentrowaty sie na aspektach
zwigzanych z mikrobiologig Srodowiskowg, biotechnologig oraz z szeroko rozumiang ochrong srodowiska.
W latach 2006-2019 badania realizowatam w Katolickim Uniwersytecie Lubelskim Jana Pawta Il a od roku

2019 w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzariskiego PAN.

5.1 Pierwsze osiggniecia naukowe

W trakcie studiéw na kierunku Ochrona Srodowiska na Katolickim Uniwersytecie Lubelskim Jana Pawta
Il uczestniczytam w seminarium z ekologii zespotéw wodnych i wodno-lgdowych. Moja praca magisterska
pt.: ,,Okrzemki jako wskaznik zasolenia i saprobii rzeki Swinki”, wykonana pod kierownictwem prof. dr hab.
Wtadystawy Wojciechowskiej, dotyczyta wptywu zrzutu zasolonych wéd z kopalni wegla kamiennego
Lubelski Wegiel ,,Bogdanka” S.A. na ekosystem rzeczny. Celem prowadzonych badan byta konfrontacja
wynikéw parametrow fizyko-chemicznych z bioindykatorami mikrobiologicznymi. Przeprowadzone przeze

mnie analizy wykazaty, iz antropopresja powoduje gruntowng przebudowe zbiorowiska glondéw
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bentosowych, bedacych podstawg piramidy troficznej ww. ekosystemu. Uzyskane wyniki zostaty

opublikowane w pracy:

Pasztaleniec, a and Poteé, A. 2006. Distribution of benthic diatoms in the Swinka River (Polesie Region) in

relation to salinity. International Journal of Oceanography and Hydrobiology, 35: 227-236

5.2 Tematyka pracy doktorskiej

Po ukonczeniu studiéw, motywem przewodnim moich prac byto badanie wptywu czynnikéw
srodowiskowych na skfad i aktywnos¢ metaboliczng mikrobioméw, ze szczegdlnym naciskiem na
mikroorganizmy biorgce udziat w formowaniu i utlenianiu metanu. W 2006 roku, podjetam prace w
Katedrze Biochemii i Chemii Srodowiska Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawta Il gdzie
kontynuowatam badania nad wptywem gérnictwa na srodowisko naturalne. Pod kierownictwem prof. dr
hab. Zofii Stepniewskiej, w latach 2009-2011, realizowatam projekt promotorski (N N305 111336:
Aktywnos$¢ metanotroficzna i identyfikacja metanotroféw zasiedlajgcych skaty przyweglowe w réznych
wyrobiskach gérniczych kopalni Bogdanka). W mojej pracy doktorskiej (obronionej z wyréznieniem na
Wydziale Matematyczno-Przyrodniczym KUL) badatam dystrybucje metanotroféow w ztozu kopalni, wptyw
wtasciwosci fizycznych i chemicznych skat na ich aktywnos¢, a takze dokonatam ich wstepnej identyfikacji.
Interdyscyplinarny charakter tematyki mojej pracy doktorskiej zaowocowat doswiadczeniem w zakresie
stosowania technik analitycznych w badaniach srodowiskowych oraz oceny aktywnosci mikroorganizmaow.
W tym czasie zdobytam takze pierwsze doswiadczenia w obszarze biotechnologii i biologii molekularnej.

Wyniki mojej pracy doktorskiej stanowity kanwe nastepujgcych publikacji:

Stepniewska Z., Pytlak A., Kuzniar A., 2013. Methanotrophic activity in Carboniferous coalbed rocks.
International Journal of Coal Geology 106, 1-10.

Pytlak A., Kuzniar A., Stepniewska Z., 2012. pmoA based detection of methanotrophic bacteria in coal-bed
rocks of the Lublin Coal Basin. Acta Agrophysica 19(2), 403-413.

Stepniewska Z., Pytlak A., Wotoszyn A., 2010. Perspektywy dla biofiltracji metanu przy uzyciu skat
przyweglowych kopalni Lubelski Wegiel ,,Bogdanka” SA, Energia niekonwencjonalna i zagospodarowanie
odpaddw. Monografia, Polskie Towarzystwo Inzynierii Ekologicznej, Lublin

Stepniewska Z., Bennicelli R., Pytlak A., 2009. Wykorzystanie bakterii w procesie odmetanowania kopaln,
Szkota Eksploatacji Podziemnej 2009, Materiaty Konferencyjne, Sympozja i konferencje nr 74, Krakéw, 16-
20 lutego 2009.

Stepniewska Z., Pytlak A.. Methanotrophic activity of coalbed rocks from ,,Bogdanka” coal mine (south-
east Poland), Archives of Environmental Protection, 34(3), 2008, 183-191.

Stepniewska Z., Pytlak A., 2008. Distribution of methanotrophic activity of carbonaceous rocks from

different seams of ,Bogdanka” coal mine, Polish Journal of Environmental Studies 17(3A), 550-554.
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5.3 Badania realizowane po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora, zdobyte wczesniej doswiadczenie wykorzystatam podczas realizacji
projektu badawczego finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego pt. ,,Rozpoznanie
aktywnosci i préba identyfikacji bakterii metanotroficznych zasiedlajacych skaty przyweglowe kopalni
Gornoslaskiego Zagtebia Weglowego” (N N305 326939, ktérego bytam wspodtautorem). W projekcie
podjetam prébe weryfikacji odkry¢ dokonanych w Lubelskim Zagtebiu Weglowym w oparciu o materiaty

pochodzace z kopalni Gérnego Slgska. Najwazniejsze wyniki zostaty opublikowane m. in. w artykufach:

Pytlak A., Stepniewska Z., KuZniar A., Szafranek-Nakonieczna A., Woliniska A., Banach A., 2014. Potential

for Aerobic Methane Oxidation in Carboniferous Coal Measures. Geomicrobiology Journal 31, 737-747.

Stepniewska Z., Pytlak A., Kuzniar A., 2014. Distribution of the methanotrophic bacteria in Western part of
the Upper Silesian Coal Basin (Borynia-Zofiowka and Budryk coal mines). International Journal of Coal

Geology 130, 70-78.

Woliniska A., Pytlak A., Stepniewska Z., KuZniar A., Piasecki C., 2013. Identification of methanotrophic
bacteria community in the Jastrzebie-Moszczenica coal mine by Fluorescence in situ Hybridization and PCR
Techniques. Polish Journal of Environmental Studies. Polish Journal of Environmental Studies 22(1), 275-

282.

W kolejnych latach rozwijatam tematyke obecnosci bakterii metanotroficznych w otoczeniu
poktadéw wegla, siegajgc po nowe narzedzia badann (analize biomarkeréw lipidowych -
bakteriohopanoidéw (BHP) oraz sekwencjonowanie amplikonéw 16S rDNA). Na potrzeby realizowanego
przeze mnie projektu pt. ,Analiza spotecznosci mikroorganizméw wystepujacych w utworach
nadktadowych kopalni wegla brunatnego w ujeciu metagenomicznym i biomarkeréw lipidowych - badania
wstepne” (Miniatura, NCN, 2018/02/X/NZ9/01107, zakonczony w 2019 r.) nawigzatam wspodtprace

naukowcami z Department of Natural Sciences, Manchester Metropolitan University (MMU).

Rownolegle bratam udziat w badaniach nad biologicznym utlenianiem metanu w innych niz
geologiczne ekosystemach, m. in. w glebach mineralnych, torfowiskach, ztozach soli kamiennej, a takze

uktadach endofitycznych (roslina-bakteria). Efektem tych prac byty m. in. artykuty:

Stepniewska Z., Kuzniar A., Pytlak A., Szymczycha J., 2013. Detection of methanotrophic endosymbionts in
Sphagnum sp. originating from Moszne peat bog (East Poland). African Journal of Microbiology Research

7(15), 1319-1325.

Stepniewska Z., Goraj W., KuZzniar A., Szafranek-Nakonieczna A., Banach A., Gorski A., Pytlak A., Urban D.,
2018. Methane Oxidation by Endophytic Bacteria Inhabiting Sphagnum sp. and Some Vascular Plants.
Wetlands 38: 411-422. https://doi.org/10.1007/s13157-017-0984-3.
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Goraj W., Szafranek-Nakonieczna A., Grzqdziel J., Polakowski C., Stowakiewicz M., Zheng Y., Gafqzka A.,
Stepniewska Z., Pytlak A. 2021. Microbial Involvement in Carbon Transformation via CH, and CO; in Saline

Sedimentary Pool. Biology 10(8), 792. https://doi.org/10.3390/biology10080792.

Ponadto, majac na wzgledzie wysoki potencjat w asymilacji C-CHs oraz duzg elastycznosé
metaboliczng bakterii metanotroficznych, prowadzitam badania nad mozliwoscig ich biotechnologicznego
zastosowania. Efektem tych prac byty m. in. patenty opisujgce nowe aspekty proceséw biotechnologicznej
produkcji biodegradowalnych plastikow (polihydroksyalkanolanéw - PHA), a takze osmoprotektantéw
(ektoiny) z wykorzystaniem bakterii metanotroficznych wyizolowanych ze skat przyweglowych (numery

prawa wytgcznego odpowiednio 220375 oraz 217162) oraz publikacje naukowe i popularnonaukowe:

Kubaczynski A., Pytlak A., Stepniewska Z., 2019. Poli-3-hydroksymaslan jako przyktad biopolimeru
produkowanego przez bakterie metanotroficzne, Postepy Mikrobiologii 58 (3), 329-338.

Stepniewska Z., Kuzniar A., Pytlak A., Ciepielski J., 2014. Ektoina — przeciwstresowa czgsteczka przysztosci.

Kosmos 1 (302), 25-35.

Stepniewska Z., Goraj W., Kuzniar A., Pytlak A., Ciepielski., Frgczek P., 2014. Biosynthesis of ectoine by the
methanotrophic bacterial consortium isolated from Bogdanka coal mine (Poland). Applied Biochemistry

and Microbiology 50(6), 594-600.

Kolejng odstone realizowanej przeze mnie tematyki mikrobiologicznych przemian metanu w
srodowisku stanowit projekt pt. ,Naturalna i stymulowana aktywno$¢ metanogeniczna polskich wegli
kopalnych” (NCN, 2015/17/B/NZ9/01662, pod kierownictwem prof. dr hab. Zofii Stepniewskiej), ktérego
bytam wykonawcg. Podejmowane zagadnienia dotyczyty m. in. potencjatu autochtonicznej mikrobioty do
formownia metanu, wptywu czynnikéw abiotycznych jak réwniez mozliwosci stymulacji tego procesu z
wykorzystaniem allochtonicznych mikroorganizméw. Badania te stanowity uzupetnienie i rozwiniecie
tematyki mikrobiologii 216z wegla, ktéra realizowatam od poczatku pracy naukowej. W oparciu o uzyskane
w projekcie wyniki powstato dotychczas 6 prac sposrod ktorych czesc (P3 - P6), wchodzi w sktad opisanego
wczesniej dziefa.

Rozwijajac tematyke biologicznego formowania i utleniania CH, w srodowiskach geologicznych
nawigzatam wspodtprace z naukowcami ze State Key Laboratory of Continental Dynamics, Department of
Geology, Northwest University (Chiny). W osrodku tym prowadzona byta cze$¢ badan dotyczaca
rekonstrukcji warunkéw paleosrodowiskowych w ztozach lignitéw z Turowa i Betchatowa. Badania te
prowadzono w oparciu o biomarkery lipidowe (glicerofosfolipidy - GDGT). W odrdznieniu od
metanotroféw tlenowych, ktére syntetyzujg bakteriohopanoidy, metanogeniczne Archaea i bakterie
beztlenowe pozostawiajg bowiem po sobie specyficzny Slad w postaci biomarkerow lipidowych o
charakterze odpowiednio: tetraeteréw izoprenoidowych (iGDGT, z ang. isoprenoid glycerol dialkyl glycerol

tetraether) lub tetraeteréw rozgatezionych (brGDGT, ang. branched glycerol dialkyl glycerol tetraether).
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Czasteczki te, podobnie jak bakteriohopanoidy stanowig $Swiadectwo bioréznorodnosci i przesztej
aktywnosci mikrobiologicznej wystepujgcej w okreslonej warstwie osaddow, dajgc mozliwos¢ wyjasnienia,
w jaki sposob srodowisko ich formowania wptywato na proces metanogenezy.

Waznym elementem opisanych wyzej badan byty analizy sktadu izotopowego (IRMS) gazéw (CO;;
CH,) wystepujacych w formacjach geologicznych. Analizy IRMS prowadzone byty w Instytucie Agrofizyki
Polskiej Akademii Nauk (IA PAN).

Rezultatem wspdtpracy z badaczami z Chin oraz IA PAN byty publikacje:

Szafranek-Nakonieczna A., Zheng Y., Stowakiewicz M., Pytlak A., Polakowski C., Kubaczynski A.,
Bieganowski A., Banach A., Wolinska A., Stepniewska Z., 2018. Methanogenic potential of lignites in
Poland, International Journal of Coal Geology 196: 201-210.

Goraj W., Szafranek-Nakonieczna A., Grzqdziel J., Polakowski C., Stowakiewicz M., Zheng Y., Gafqzka A.,
Stepniewska Z., Pytlak A. 2021. Microbial Involvement in Carbon Transformation via CHsand CO;in Saline

Sedimentary Pool. Biology 10(8), 792. https://doi.orq/10.3390/biology10080792

Kontynuacjg wspétpracy z badaczami z Chin byta wspdlna aplikacja w programie grantowym
Sheng (NCN) oraz projekt interdyscyplinarny realizowany ze srodkéw KUL, pt.: Odpornos¢ biocenozy
glebowej na czynniki zewnetrzne na tle badan paleoklimatycznych (realizowany w latach 2019-2022).

Uczestniczytam w opracowaniu jego koncepcji jak i w przeprowadzeniu badan.

Na przestrzeni lat 2014-2019, moja wspotpraca z IA PAN odbywata sie na wielu ptaszczyznach. Poza
badaniami z zakresu geomikrobiologii, w ktérych wykorzystywana byta technika IRMS, dotyczyta ona takze
m. in. badan mikrobiologicznych, ktére prowadzitam w ramach tematyki realizowanej w IA PAN. W wyniku
wieloletniej wspotpracy, od grudnia 2019 jestem pracownikiem Zaktadu Biogeochemii Srodowiska
Przyrodniczego 1A PAN. Punktem centralnym podejmowanej przeze mnie tematyki pozostajg
mikroorganizmy biorgce udziat w utlenianiu i produkcji metanu. Realizowane zadania badawcze dotycza
m. in. fermentacji metanowej w procesie produkcji biogazu z odpaddw rolniczych oraz wptywu zabiegéw
agrotechnicznych na wymiane gazéw szklarniowych (CO, i CH4) w uktadzie gleba-atmosfera. W ramach tej

tematyki ukazaty sie nastepujace prace:

Pytlak A., Kasprzycka A., Szafranek-Nakonieczna A., Grzqdziel J., Kubaczynski A., Proc K., Onopiuk P.,
Walkiewicz A., Polakowski C., Gafqzka A., Lalak-Kariczugowska J., Stepniewska Z., Bieganowski A. 2020,
Biochar addition reinforces microbial interspecies cooperation in methanation of sugar beet waste (pulp),

Science of The Total Environment, DOI: 10.1016/j.scitotenv.2020.138921

Kubaczynski A., Walkiewicz A., Pytlak A., Brzeziriska M., 2020, New biochars from raspberry and potato
stems absorb more methane than wood offcuts and sunflower husk biochars, International Agrophysics,

34(3): 355-364; DOI: 10.31545/intagr/126762
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Kubaczynski A., Walkiewicz A., Pytlak A., Grzgdziel J., Gatqzka A., Brzeziriska M., 2022, Biochar dose
determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic Luvisol, Science of the Total

Environment, 806; DOI: 10.1016/j.scitotenv.2021.151259
oraz powstaf patent:

Kubaczynski A., Walkiewicz A., Brzeziriska M., Polakowski C., Pytlak A., Bieganowski A., 2021, Sposdb
otrzymywania biowegla z biomasy do pochtaniania metanu oraz jego zastosowanie, numer prawa

wytacznego 237796.

W roku 2021, w ramach konkursu Opus 21 (NCN) uzyskatam grant na realizacje projektu pt.:
»Wptyw glifosatu na biologiczne utlenianie metanu w glebach rolniczych”. Przestankg do podjecia tego
tematu byt fakt, iz pomimo wagi powyzszego zagadnienia, w literaturze brakuje informacji na temat
wptywu stosowania ww. herbicydu i jego adjuwantéw na wystepujagce w glebach bakterie
metanotroficzne. Wypetnienie tej luki jest gtdbwnym celem projektu. Na lata 2022-2025 zaplanowano
interdyscyplinarne badania z obszaru mikrobiologii, toksykologii i biogeochemii. Prace realizowane beda
we wspotpracy z zespotami badawczymi na KUL, UM (Uniwersytet Medyczny w Lublinie) oraz MMU
(Manchester Metropolitan University). Materiat do badan stanowi¢ beda gleby, wyizolowane z nich
spotecznosci mikroorganizmdéw oraz czyste kultury bakterii metanotroficznych. W efekcie uzyskany
zostanie wielowymiarowy obraz wptywu glifosatu i adjuwantéw na aktywno$é metanotroficzng i skfad

mikrobiomu glebowego oraz wglad w mechanizmy oddziatywania na bakterie metanotroficzne.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

Od poczatku mojej pracy naukowe] sprawowatam opieke merytoryczng nad studentami w czasie
przeprowadzania badan i pisania przez nich prac dyplomowych (magisterskich i licencjackich). W sumie
bratam udziat w przygotowaniu: 14 prac magisterskich i 4 licencjackich na kierunku Ochrona Srodowiska

oraz 13 prac magisterskich i 13 licencjackich na kierunku Biotechnologia.

W 2019 roku bytam takie opiekunem merytorycznym projektu badawczego w dziedzinie
geomikrobiologii, realizowanego przez studentdw Wydziatu Geologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Owocem tej wspotpracy byto wspdlne wystgpienie konferencyjne:

Krazata A., Sniezyriska I., Stowakiewicz M., Pytlak A.: Struktura mikrobiomu wegla brunatnego w
Swietle warunkéw depozycji. IV Ogdlnopolskie Sympozjum Mikrobiologiczne ,Metagenomy Réznych

Srodowisk”, 27-28.06.2019, Lublin

Od 2014 do 2019 sprawowatam opieke nad Kotem Naukowym Biotechnologii, w ramach ktérego

wspieratam aktywnos$¢ naukowg studentéw, m. in. pomagajgc im w realizacji wtasnych badan i
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formutowaniu komunikatéw konferencyjnych. Od 2015 do 2019 roku, wraz ze studentami
wspotpracowatam z Fundacjg na rzecz promocji nauki i rozwoju TYGIEL, m. in. w zakresie organizacji serii
konferencji pt. ,,0gélnopolska Konferencja Naukowa , Metody chromatograficzne w nauce, przemysle i
medycynie” (3 edycje) oraz ,0godlnopolska Konferencja Naukowa KRIMED Metody badawcze w

kryminalistyce i medycynie sgdowej” (4 edycje).

Uczestniczytam w licznych konferencjach. W sumie jestem wspoéfautorem 79 wystgpien (45 na
konferencjach krajowych i 39 miedzynarodowych). Konferencje miedzynarodowe na ktérych gtositam
referaty to: EGU General Assembly (2011, Wieden, Austria), International Scientiffic Conference Global
Environmental Processes (2012, Moskwa, Rosja), IUSS Conference on Soil Functions and Climate Change
(2015, Kilonia, Niemcy), IX Miedzynarodowy Kongres Gérnictwa Wegla Brunatnego (2016, Betchatow,
Polska), IX International Scientific Conference - Current environmental issues (2016, Grodno, Biatorus) oraz

13th International Conference on Agrophysics - Agriculture in changing climate (2021 -online).

Bratam takze aktywny udziat w organizacji konferencji tj.: ,,Biotechnologia - energia jutra” (Lublin,
19-20.10.2017r.) oraz ,Metagenomy roznych S$rodowisk” (Lublin, 28-29.06. 2018) gdzie bytam
odpowiedzialna za organizacje, aspekty finansowe i logistyczne, pozyskiwanie sponsoréw oraz
przygotowanie do druku materiatdw konferencyjnych. W przypadku 9 sympozjéow, bytam cztonkiem

komitetu naukowego.

Od 2011 roku, biore takze regularnie udziat w Lubelskim Festiwalu Nauki. Ponadto, wielokrotnie
prowadzitam warsztaty z zakresu podstaw mikrobiologii i biologii molekularnej skierowane do uczniéw na
réznych szczeblach edukacji. W roku 2019 odbywaty sie one réwniez w ramach projektu ,Otwarci na
sukces”, wspoétfinansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu

Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj.

Ponadto, w ramach petnionych obowigzkdéw, wielokrotnie bratam udziat w audycjach radiowych i

programach telewizyjnych majacych na celu popularyzacje nauki.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

W roku 2009 uzyskatam stypendium przyznane w ramach projektu ,Stypendia Naukowe dla
Doktorantéw” realizowanego przez Departament Gospodarki i Innowacji Urzedu Marszatkowskiego

Wojewddztwa Lubelskiego.

W latach 2014-2018 bytam czterokrotnie nagradzana (indywidualnie i jako cztonek zespotu) przez
Rektora Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawta Il za oryginalne i twdrcze osiggniecia naukowe

oraz wybitng dziatalnos¢ organizacyjng i spoteczng oraz popularyzacje nauki.

Odbytam tez szereg kursow specjalistycznych, obejmujgcych swa tematyka: analizy statystyczne

(2007 — Statsoft, kurs obejmujacy korzystanie z oprogramowania naukowego Statistica), nowoczesne
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technologie ICT w upowszechnianiu osiggnie¢ nauki (2010 — KUL, szkolenie w sztuce prezentacji oferty
naukowej i badawczej), cytometrie przeptywowg (2017 — Becton Dickinson Polska, szkolenie teoretyczne i
praktyczne z wykorzystaniem aparatu BD FACSCalibur), analizy bioinformatyczne (2017 — Ideas4biology -
wprowadzenie do analizy danych RNA-seq, 2019 - Ideas4biology, szkolenie z zakresu analizy danych

uzyskanych w sekwencjonowaniu nastepnej generacji).

8. Podsumowanie aktywnosci naukowej

Dane bibliometryczne Liczba IF IF 2020 pkt Number of
MNiIE citations*
according
to WoS

Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia
naukowego 6 37.147 41.111 900 11

Publikacje naukowe w czasopismach
znajdujacych sie w bazie JCR (z wytgczeniem
prac wchodzacych w sktad osiggniecia

naukowego)
- przed uzyskaniem stopnia doktora 3 2.212 4.887 180 0
- po uzyskaniu stopnia doktora 15 56.581 66.764 1490 70

Publikacje naukowe w czasopismach
miedzynarodowych krajowych innych niz
znajdujace sie w bazie JCR

- przed uzyskaniem stopnia doktora 2 0 0 5 2
- po uzyskaniu stopnia doktora 3 0 0 40
Sumarycznie 29 95.94 112.762 2615 83

Liczba komunikatéw naukowych
prezentowanych na konferencjach
krajowych i miedzynarodowych

- przed uzyskaniem stopnia doktora 4
- po uzyskaniu stopnia doktora 41
Indeks Hirsha wg Web of Science * 6

* - bez autocytowan

(podpis wnioskodawcy)
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