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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Ewy Wnuk
pt. ,,Emisja oraz pochlanianie metanu przez gleby zanieczyszczone

metalami ciezkimi w warunkach zréznicowanego uwilgotnienia”

Rozprawa doktorska mgr inz. Ewy Wnuk wykonana zostala pod kierunkiem promotora
prof. dr hab. Andrzeja Bieganowskiego oraz promotora pomocniczego dr inz. Anny
Walkiewicz w Zaktadzie Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego Instytutu Agrofizyki PAN
w Lublinie. Zasadniczg czgécig przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej si¢ trzy
publikacje, ktore ukazaly sie¢ w latach 2017-2020, w czasopismach naukowych (uj¢tych w
wykazie MNiSW): Environmental Science and Pollution Research (2017), Catena (2020) oraz
International ~ Agrophysics (2020), o sumarycznym wspolczynniku oddziatywania

wynoszacym, zgodnie z rokiem opublikowania, 7,992 (245 punktéw MNiSW).

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Ewy Wnuk koncentruje si¢ na ocenie
wydajnosci gleb uzytkowanych rolniczo w procesach wytwarzania i utleniania metanu oraz
ocenie wpltywu zréznicowanych dawek metali cigzkich na ich wydajnos¢. Biorac pod uwage
fakt, ze metan jest jednym z gazow szklarniowych, metanotrofia i metanogeneza naleza do
najwazniejszych proceséw klimatotworczych. Gleby sa ekosystemami, w ktérych zachodzi
zarébwno biologiczne formatowanie jak i utlenianie metanu. Zanieczyszczenia gleb, w
wiekszym stopniu dotyczace gleb uprawianych rolniczo, moga modyfikowa¢ zachodzace w
nich procesy biologiczne. Jednym z rodzajoéw zanieczyszczen spotykanych w glebach sa metale
ciezkie, ktorych stezenie wzrasta w zwigzku z zabiegami agrotechnicznymi oraz rosnacym
zanieczyszczeniem $rodowiska w wyniku rozwoju przemystu. Podjeta w rozprawie doktorskiej
tematyka badawcza jest zatem ciekawa i aktualna, wpisuje si¢ w nurt badan w ramach
dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Ewy Wnuk zostala

przygotowana w sposob typowy dla rozpraw doktorskich. Zamieszczone w rozprawie kopie
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artykutow poprzedza: Streszczenie, w jezyku poiskim 1 angielskim, Wprowadzenie do
opracowania oraz wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy, krotki Wstep, nastepnie
Cel 1 hipotezy rozprawy doktorskiej, Metodyka i materialy wykorzystane w cyklu publikacji,
Wyniki, Podsumowanie i wnioski. Polskojezyczna czesé¢ rozprawy, liczacg 40 stron, konczy
Bibliografia, ktéra zawiera 96 pozycji, wérdd nich gtownie prace eksperymentalne z ostatnich
10 lat. Do rozprawy dotaczono rowniez o§wiadczenia wspoétautoréw trzech, opublikowanych
w czasopismach naukowych, oryginalnych prac, stanowiacych integralna cze$¢ rozprawy
doktorskiej oraz kopie tych prac:

P.1: Wnuk E., Walkiewicz A., Bieganowski A. (2017); Methane oxidation in lead-contaminated
mineral soils under different moisture levels. Environmental Science and Pollution Research
24(32), 2534625354, doi: 10.1007/s11356-0170195-8.

P.2: Wnuk Ewa, Walkiewicz Anna, Bieganowski Andrzej (2020); Methanogenesis and aerobic
methanotrophy in arable soils contaminated with cadmium. Catena, 189 (104480),
doi:10.1016/j.catena.2020.10448.

P.3: Wnuk Ewa, Walkiewicz Anna, Bieganowski Andrzej (2020); Effect of lead and chloride
ions on methane production in arable soils. International Agrophysics, 34, 185-193, doi:
10.31545/intagr/118096.

Przedstawione prace sg tematycznie spojne. We wszystkich pracach Doktorantka jest
pierwszym autorem. Zgodnie z zalgczonymi oswiadczeniami Doktorantki oraz wspotautorow,
indywidualny wktad Doktorantki w powstanie prac obejmowat wspoétopracowanie koncepeji
badan, wspotudzial w okresleniu zakresu planowanych doswiadczen, wykonanie wigkszosci
analiz (przygotowywanie inkubacji majgcych na celu okreslenie wydajnosci procesu
metanotrofii i metanogenezy, wykonywanie pomiaréw chromatograficznych w trakcie
inkubacji probek, wykonanie pomiaréw pH, Eh), opracowanie wynikéw, wykonywanie analiz
statystycznych, przygotowanie pierwszej wersji tekstu oraz wspétudzial w tworzeniu wersji

ostatecznej. Na tej postawie mozna ocenié, iz rola Doktorantki w przygotowaniu tych prac byla

znaczaca a wlaczenie ich do rozprawy doktorskiej jest w pelni uzasadnione. Udokumentowane

zaangazowanie Doktorantki potwierdza jej samodzielno$é, umiejetno$¢ planowania

i prowadzenia badan naukowvych jak réwniez umiejetno$é interpretaciji uzyskanych wynikéw

oraz wnioskowania. Tytul rozprawy doktorskiej odpowiada jej tresci.

Pierwszy rozdziat rozprawy doktorskiej stanowi Wstep, w ktérym w oparciu o zrédta
literaturowe Doktorantka dokonata charakterystyki metanu, wskazujac na jego istotng role w

ksztattowaniu efektu cieplarnianego, oméwita jego zrédla jak rowniez role gleby w procesach
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produkeji i utleniania metanu. W kolejnym podrozciziale Doktorantka przedstawita czynniki
wplywajgce na procesy wytwarzania i utleniania metanu w §rodowisku glebowym, do ktérych
zaliczyla temperaturg, zawarto§¢ materii organicznej, dostgpnos¢ tlenu oraz metanu, pH
i nawozenie a takze wilgotnosci gleb jako czynnik warunkujgcy aktywnos$é mikroorganizméw
zasiedlajacych gleby. Szczegdlng uwage Doktorantka poswigcita obecno$é¢ metali ciezkich w
glebie ze wzgledu na fakt, iz mogg one powodowaé niszczenie struktury $cian komorkowych,
denaturacj¢ bialek a w efekcie doprowadzi¢ do zaburzen we wzroscie i funkcjonowaniu
mikroorganizméw zasiedlajacych gleby. Do najezesciej spotykanych w glebie i jednoczesnie
najbardziej toksycznych metali Doktorantka zaliczyta olow (Pb) oraz kadm (Cd), ktére sg
uwazane za czynniki modyfikujace ogdlng aktywnos$¢ mikrobiologiczng gleb. Jak dotad

niezbadany byl jednak wplyw tych metali na procesy zwigzane z wytwarzaniem i utlenianiem

metanu, a fakt ten stal sie przeslanka do wykonania niezbednych badan wypeliajacvch te luke

w wiedzy. W zwiazku z tym zostat jasno sformutowany cel oraz postawione hipotezy rozprawy
doktorskiej, wyznaczajace wyrazny kierunek badan zwigzanych z okresleniem wplywu metali
ciezkich (Pb i Cd) na procesy metanogenezy oraz metanotrofii w glebach uprawnych.

W kolejnym rozdziale, Metodyka i materialty wykorzystane w cyklu publikacji,
Doktorantka zaprezentowata przeglad metod, ktére postuzyly jej do realizacji postawionego
celu. W rozdziale tym zawarta jest rOwniez charakterystyka materialu badawczego jakimi byly
gleby mineralne, reprezentatywne dla obszaru Polski: brunatna (Eutric Cambisol), bielicowa
(Haplic Podzol) oraz czarna ziemia (Mollic Gleysol), pobrane z poziomu 0-20 cm. Material

badawczy zostal wybrany w sposob przemyslany, bazujac na naturalnej zdolnosci gleb do

utleniania metanu oraz ich podobienstwie pod wzgledem rozkladu granulometrycznego, ktéry

jest odpowiedzialny za ksztaltowanie warunkéw wodno-powietrznych w glebie. Doktorantka

kierowala si¢ przestanka, ze w glebach o podobnym rozkladzie granulometrycznym, przy
zadanej wilgotno$ci uzyskuje sie porownywalne warunki wodno-powietrzne. Jest to wazny
czynnik decydujacy o aeracji gleb a w konsekwencji o wydajnosci zasiedlajacych glebe
mikroorganizmow w formowaniu i utlenianiu metanu. Jednoczes$nie taki wybor gleb pozwala

na ocen¢ wplywu genezy gleb na badane procesy. W _badaniach celnie zaplanowano warianty

inkubacji, uwzgledniajace nie tylko zréznicowane dawki metali, bazujace na stezeniu

dopuszczalnym, ktére moze byvé wprowadzone do gleb uprawnych w ciagu roku,

maksymalnym dopuszczalnym stezeniu oraz pigciokrotnych stezeniach wspomnianych dawek

ale réwniez wilgotno$¢ (odpowiadajaca réznym wartoSciom pF). ktéra w Srodowisku

glebowym ulega dynamicznym zmianom w ciagu roku i jak podkreslita Doktorantka jest

warunkiem koniecznym aktywnosci mikrobiologicznej. W rozdziale tym Doktorantka
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zamiescita zbiorczg tabele, ktora stanowi przejrzysty przewodnik po zastosowanych wariantach
doswiadczen, z podzialem wynikéw na poszczegolne publikacje wchodzgce w sklad rozprawy
doktorskiej. Kolejna cze$¢ polskojezyczna pracy to Wyniki. W pierwszym podrozdziale
Doktorantka oméwita wyniki dotyczgce zdolnosci badanych gleb zanieczyszczonych przez Pb
oraz Cd do utleniania metanu, ktére zostaly zawarte w publikacjach P.1 i P.2, uzupetnione o
dane niepublikowane. Dawki Pb i Cd zostaly dobrano na podstawie Dziennika Urzedowego
Wspdlnot Europejskich, Dyrektywy Rady w sprawie ochrony srodowiska, w szczegdlnosci
gleby, w przypadku wykorzystywania osadow S$ciekowych w rolnictwie (86/278/EWG).
Badania te wskazaty, biorac pod uwage caly zakres badanych dawek, ze bardziej toksycznie na
proces metanotrofii w badanych glebach wplywal dodatek Pb. Wzrost stgzenia Pb z
dopuszczalnych dawek rocznych do maksymalnych powodowat catkowite zahamowanie
procesu metanotrofii w badanych glebach. W glebach z dodatkiem Cd zaobserwowano istotne
spowolnienie procesu metanotrofii w probach zanieczyszczonych najwyzsza dawka kadmu a
dalsza analiza danych pozwolila stwierdzi¢ zréznicowanie badanych gleb pod katem
optymalnych warunkéw dla przebiegu procesu utleniania metanu. Dla gleby bielicowej (Haplic
Podzol) oraz czarnej ziemi (Mollic Gleysol) byla to wilgotno$¢ odpowiadajaca pF 2,2 podczas
gdy dla gleby brunatnej (Eutric Cambisol) pF 0. Wskazuje to na warunki hipoksji jako
preferencyjne dla aktywnosci bakterii metanotroficznych zasiedlajacych te glebe (publikacje

P.1 i P.2). Reasumujac wilgotnosé gleby byla czynnikiem silniej wplywajacym na proces

metanotrofii niz skazenie metalami ciezkimi.

W kolejnej cze$ci zostaly omdwione wyniki dotyczace aktywnosci metanogenicznej w
badanych glebach. Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata brak
istotnego wplywu dodatku Cd na proces metanogenezy w glebie brunatnej (Eutric Cambisol)
podobnie w glebie bielicowej (Haplic Podzol) z wyjatkiem wariantu z dodatkiem Cd w dawce
pieciokrotnej rocznej, kiedy to zaobserwowano wzrost aktywnodci metanogenicznej w
poréwnaniu z kontrolg oraz nieistotne statystycznie ostabienie intensywnosci procesu w czarnej
ziemi (Mollic Gleysol) (publikacja P.2). Natomiast obecnos¢ w glebie Pb, w stezeniu
odpowiadajacemu pieciokrotnej maksymalnej dopuszczalnej dawce, powodowala calkowite
zahamowanie procesu metanogenezy (publikacja P.3). Ponadto badania potwierdzily, ze
obecno$é jondw chlorkowych moze w niewielkim stopniu wptywaé negatywnie na proces
metanogenezy. Kolejng cze$¢ pracy stanowi Podsumowanie i wnioski, w ktdrej Doktorantka w
sposob zwiezly podsumowala uzyskane na poszczegolnych etapach badan wyniki. Na

podkresdlenie zastuguje wytrwalo§¢é w pracy laboratoryjnej jako Zze doswiadczenia inkubacyjne,

zwlaszeza dotyczace procesu metagenezy sa dlugoterminowe (w recenzowanej pracy 160-180
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dni) i wymagaja systematycznepo wykonywania analiz celem okreslenia intensywnosci

przemian gazowych zachodzacych w ukladach do§wiadczalnych.

Wszystkie prace wiaczone do rozprawy zostaly opublikowane w czasopismach

naukowych, podlegaly zatem recenzji specjalistéw i zyskaly ich rekomendacje. Nie mam

zastrzezen do ich tresci merytorycznych. W czgsci polskojezycznej wystepuja natomiast pewne

niescistos¢ a jako ze rolg recenzenta jest wskazanie elementow, ktore moglyby by¢ poprawione

dlatego tez pozwole sobie je wymieni¢:

Na str. 10 Doktorantka wskazuje, ze waznym gazem cieplarnianym jest ditlenck wegla,
potocznie nazywany ,dwutlenkiem wegla” po czym w dalszej szczeéci pracy
wielokrotnie uzywa terminu ,dwutlenkiem wegla” zamiast ,,ditlenck wegla®.
Doktorantka uzywa w rozprawie okre$lenia ,,gleba jako utleniacz metanu” (str. 14).
Stowo utleniacz jest okresleniem powszechnie stosowanym w naukach chemicznych,
w kontekscie przeprowadzonych badan sugeruje uzywanie raczej okreslenia ,,gleba jako
srodowisko utleniania metanu”.

Na stronie 15 Doktorantka podaje, ze za proces metanogenezy odpowiedzialne sa
mikroorganizmy nalezace do domeny Archaea, ktére ,,wytwarzajg metan z octandéw
i/lub dwutlenku wegla i wodoru™ — nalezatoby uscislié, poniewaz znanych jest wiele
innych substratéw, ktére mogg by¢ wykorzystywane przez metanogeny.

Rowniez na stronie 15 Doktorantka wskazuje ze ,substraty wykorzystywane przez
metanogenne Archaea do produkcji metanu, powstaja z rozkladu ztozonej materii
organicznej”, zachodzacego m.in. w reakcji hydrolizy i kwasogenezy. Nie sa to
pojedyncze reakcje lecz etapy procesu fermentacji i tak tez powinny byé okreslane.

W Tab. 1. (str. 20) Doktorantka podata Vmax — wyjasniajac, ze jest to maksymalna
szybkos¢ reakcji, nie doprecyzowala jednak jakiej. Domy¢$lam sie, ze chodzi o reakeje

utleniania metanu jednak powinno to by¢ jasno zdefiniowane.

Jesli chodzi o uwagi edytorskie:

W opracowaniach, publikacjach polskojezycznych cze$ci dziesietne oddzielamy
przecinkiem a nie kropka.

W opracowaniu wystgpujg dwie tabele o numerze 2, na stronie 21 i 22.

Pozostate bledy edytorskie i stylistyczne, zaznaczytam w tekscie rozprawy.



Podczas czytania rozprawy doktorskiej nasunety ﬁli si¢ pewne pytania o odpowiedz na ktére

prosze Doktorantke:

e Doktorantka napisata, ze wykonywala pomiary Eh na koficu do$wiadczen, nie
znalazlam w opracowaniu tych wynikéw dlatego chciatabym zapytaé na jakim
poziomie ksztattowato si¢ Eh i jak wielkie réznice wystepowaty pomiedzy pomiarem
poczatkowym i koncowym w poszczegélnych wariantach do§wiadczen?

e Jaki widzi Pani sposob aplikacyjnego wykorzystania uzyskanych wynikéw i czy uwaza

Pani, ze nalezaloby przeprowadzone badania poszerzy¢ o inne elementy?

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne opracowanie
uzupetniajgce dotychczasowy stan wiedzy z zakresu wplywu obecnosci metali cigzkich na
intensywnos$¢ biologicznych proceséw zwigzanych z tworzeniem i utlenianiem metanu.
Wskazuje, ze wplyw metali cigzkich na intensywno$é tych proceséw jest zalezny od
zastosowanych dawek oraz typu badanej gleby, a w przypadku procesu metanotrofii réwniez
od wilgotnosci gleby. Doktorantka wykazata umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych, opracowania i interpretacji otrzymanych wynikéw. Reasumujac uwazam, ze
recenzowana rozprawa doktorska spelnia wymagania okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie

“sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). W zwiazku z powyzszym, przedkladam Radzie
Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN wniosek o dopuszczenie Pani mgr

inz. Ewy Wnuk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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