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Wskazanie osiggniecia naukowego o ktérym mowa w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy

Cykl publikacji z lat 2015-2020, pod wspdlnym tytutem: Zbiorowiska bakteryjne i archeonowe
srodowisk ekstremalnych o r6znym stopniu zasolenia.

Lista publikacji stanowiacych osiggniecie naukowe (Impact Factor, IF roku wydania wg bazy
Journal Citation Reports, cytowania wg Web of Science, punkty wg MNiSW)

1. Kalwasinska A., Felfoldi, T., Walczak, M., Kosobucki, P. 2015. Physiology and molecular
phylogeny of bacteria isolated from alkaline distillery lime. Polish Journal of Microbiology
64(4):369-377.

IF2015 0.750; cytowania 5, punktacja MNiSW 15

Modj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu do-
Swiadczen, pobraniu prob, wykonaniu eksperymentow t.j.: oznaczenie liczebnosci mikroorga-
nizméw hodowalnych, oznaczenie ogdlnej liczby mikroorganizmdw, izolacja bakterii, prze-
prowadzenie testéw fizjologiczno-biochemicznych szczepdw, analizie statystycznej wynikow,
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napisaniu w catosci tekstu, przygotowaniu tabel i wykresow, korekcie manuskryptu po recen-
zjach.

2. Kalwasinska A., Felfoldi T., Szabd A., Deja-Sikora E., Kosobucki P., Walczak M. 2017. Microbial
communities associated with the anthropogenic, highly alkaline environment of a saline soda
lime, Poland. Antonie Van Leeuwenhoek 110(7):945-962.

IF2017 1.588; cytowania 7, punktacja MNiSW 20

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
doswiadczen, pobraniu prob, przeprowadzeniu eksperymentow t.j.: oznaczenie liczebnosci
mikroorganizmdéw hodowalnych, oznaczenie ogdlnej liczby mikroorganizmow, izolacja
bakterii, identyfikacja molekularna izolatdw, wykonaniu analizy statystycznej wynikow,
napisaniu w catosci tekstu artykutu, przygotowaniu tabel i korekcie manuskryptu po
recenzjach.

3. Kalwasinska A., Jankiewicz U., Felfoldi T., Burkowska-But A., Swiontek Brzezinska M. 2018.
Alkaline and halophilic protease production by Bacillus luteus H11 and its potential industrial
applications. Food Technology and Biotechnology 56(4):553-561.

IF2018 1.517; cytowania 0, punktacja MNiSW 25

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
doswiadczen, wykonaniu nastepujgcych eksperymentdw: testow fizjologicznych oceniajgcych
optymalne warunki hodowli badanego szczepu, optymalizacji podtoza i warunkow jego
hodowli w celu maksymalizacji produkcji proteazy, optymalizacia metody oznaczania
aktywnosci proteaz oraz zawartosci biatka bakteryjnego, analizie wynikow wszystkich
przeprowadzonych w pracy doswiadczeri, napisaniu w cafosci tekstu, przygotowaniu
wszystkich tabel i wykresow i korekcie manuskryptu po recenzjach.

4. Kalwasinska A., Deja-Sikora Edyta, Szabd Attila, Felféldi Tamas, Kosobucki Przemystaw,
Swiontek Brzezinska Maria, Walczak Maciej. 2019a. Salino-alkaline lime of anthropogenic
origin a reservoir of diverse microbial communities. Science of the Total Environment
655:842-854.

IF2019 5.589; cytowania 0, punktacja MNiSW 200

Mdoj wkitad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
doswiadczeri, wykonaniu eksperymentow t.j.: oznaczenie liczebnosci mikroorganizmow
hodowalnych, oznaczenie ogdinej liczby mikroorganizmdw, izolacja bakterii, identyfikacja
molekularna izolatéw, ilosciowy PCR, analizie statystycznej wynikow wszystkich
przeprowadzonych doswiadczen, napisaniu w catosci tekstu, przygotowaniu tabel i wykresow
i korekcie manuskryptu po recenzjach.

5. Kalwasinska A., Deja-Sikora E., Szabd A., Krawiec A., Felfoldi T., Swiontek Brzezinska M.,
Walczak M. 2019b. Microbial communities of low temperature, saline groundwater used for
therapeutical purposes in North Poland. Geomicrobiology Journal 36(3):212-223.

IF2019 1.609; cytowania 0, punktacja MNiSW 40

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
doswiadczeri, wykonaniu eksperymentow t.j.: oznaczenie liczebnosci mikroorganizmow
hodowalnych, oznaczenie ogdinej liczby mikroorganizmdw, izolacja bakterii, identyfikacja
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molekularna izolatéw, analizie statystycznej wynikow wszystkich przeprowadzonych
doswiadczenri, napisaniu w cafosci tekstu, przygotowaniu tabel i wykreséw i korekcie
manuskryptu po recenzjach.

6. Kalwasinska A., Krawiec A., Deja-Sikora A., Gotebiewski M., Kosobucki P., Swiontek Brzezinska
M., Walczak M. Microbial diversity in deep subsurface hot brines of the North West Poland:
from a community structure to isolate characteristics. DOI:10.1128/AEM.00252-20.

IF2019 4,077; cytowania 0, punktacja MNiSW 100

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
doswiadczenri, wykonaniu eksperymentow t.j.: oznaczenie ogdlnej liczby mikroorganizmdw,
izolacji bakterii, identyfikacji molekularnej izolatéw, analizie genomu, analizie statystycznej
wynikdw  wszystkich przeprowadzonych doswiadczen, napisaniu w catosci tekstu,
przygotowaniu tabel i wykresow, korekcie manuskryptu po recenzjach.

taczny IF 15,13, punktacja MNiSW 400, Liczba cytowan prac 13. We wszystkich pracach bytam
pierwszym autorem i autorem do korespondencji.

Omodwienie celu naukowego wyziej wymienionych prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Streszczenie

Osiggniecie habilitacyjne jest wynikiem badan ktére prowadzono w latach 2013-2018
(Kalwasinska i wsp., 2015, 2017, 2018, 20193, 2019b, 2020).

Nadrzednym celem badan byta eksploracja unikalnych, ekstremalnych $rodowisk
sztucznych i naturalnych o réinym stopniu zasolenia pod katem poznania liczebnosci,
bioréznorodnosci, struktury zbiorowisk bakteryjnych i archeonowych, a takie okreslenia
czynnikéw fizyko-chemicznych ksztattujacych te strukture oraz zbadanie fizjologii i potencjalnych
mozliwosci wykorzystania konkretnych izolatéw w przemysle i ochronie Srodowiska.

Eksploracje s$rodowisk ekstremalnych rozpoczeto badaniami nad mikroorganizmami
wystepujacymi w silnie alkalicznym i w réznym stopniu zasolonym wapnie posodowym, bedgcym
produktem ubocznym wytwarzania sody metoda Solvay’a w Janikowskich Zaktadach Sodowych
SODA CIECH SA (Kalwasinska i wsp., 2015; Kalwasinska i wsp., 2017; Kalwasinska i wsp., 2018;
Kalwasinska i wsp., 2019a). Nastepnie badaniom poddano zbiorowiska mikroorganizmoéw
wystepujacych w chtodnych (T<12°C) wodach podziemnych, wykorzystywanych w celach
terapeutycznych w Kotobrzegu i Potczynie Zdroju (Kalwasinniska i wsp., 2019b), a takie w
solankach termalnych (T>60°), znajdujgcych zastosowanie w produkcji energii cieplnej w
geotermiach Pyrzyc i Stargardu Szczecinskiego (Kalwasinska i wsp., 2020).

Badania mikrobiologiczne prowadzono metodami molekularnymi, takimi jak
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie amplikondw 16S rDNA, sekwencjonowanie catych
genomoéw, metodami hodowlanymi oraz biochemicznymi.
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Wstep

Ekosystemy ekstremalne, w ktérych panujg skrajne z punktu widzenia cztowieka warunki
Zycia wystepujg na znacznym obszarze naszej planety, w szczegdlnosci pod powierzchnig Ziemi i
oceanéw. Mikroorganizmy zdolne do bytowania i rozmnazania sie w skrajnych warunkach zwane
sg ekstremofilami. Wystepuja one zaréwno w ekosystemach naturalnych, takich jak np. l6d
lodowcéw, gejzery, jeziora sodowe, ujscia komindw hydrotermalnych, jak i antropogenicznych,
powstatych gtéwnie wskutek przemystowej dziatalnosci cztowieka.

W zaleznosci od rodzaju parametru dziatajgcego w znacznym natezeniu wyrdznia sie
siedem gtéwnych grup ekstremofili (Gerday i Glansdorff, 2007): psychrofile (zaadaptowane do
bytowania w niskich temperaturach, czesto ponizej 0°C), termofile (bytujagce w Srodowiskach
gorgcych, w ktdrych temperatura przekracza 60°C), halofile (organizmy, ktorych rozwdj moze by¢
uzalezniony od obecnosci soli w podtozu o stezeniu przekraczajgcym 35%), acidofile
(zaadaptowane do niskich wartosci pH, czesto bytujgce wpH 2 lub nizszym), alkalifile
(przystosowane do wysokich wartosci pH, rosngce w pH 10iwyzszym), piezofile zwane tez
barofilami (zyjace na znacznych gtebokosciach, poddane dziataniu wysokiego cisnienia rzedu
kilkudziesieciu-kilkuset MPa) oraz metalofile (odporne na dziatanie wysokich stezen metali
ciezkich). W wielu przypadkach sg to organizmy zaadoptowane do co najmniej dwdch skrajnych
wartosci okreslonych parametréw fizyko-chemicznych i nazywane sg poliekstremofilami (Bowers
i wsp., 2009).

Sitg napedzajgcg badania nad mikroorganizmami Srodowisk skrajnych jest w gtéwnej
mierze biotechnologiczny potencjat ich komérek. Z jednaj strony ekstremofile, z racji naturalnych
adaptacji do skrajnych warunkdw, sg producentami m.in. szerokiej gamy enzymoéw
hydrolitycznych, zwigzkéw hamujacych rozwdj lub eliminujacych patogeny, wykazujacych
dziatanie antynowotworowe, barwnikéw, biosurfaktantow i bioplastikéw, ktére znalazly
zastosowanie w specyficznych warunkach w przemysle, medycynie, biologii molekularnej i
ochronie srodowiska (Dalmaso i wsp., 2015; Durvasula i Rao, 2018; DasSarma i wsp., 2019). Z
drugiej strony, poznanie bioréznorodnosci oraz mechanizméw adaptacyjnych, umozliwiajgcych
ekstremofilom bytowanie w trudnych warunkach siedliskowych, pozwala na formutowanie
hipotez zwigzanych z ewolucja Zycia na Ziemi, zmianami w naturalnych biocenozach
powodowanych przemystowg dziatalnoscig cztowieka, a takze z mozliwoscig istnienia zycia poza
naszg planetg (Mykytczuk i wsp., 2013; Schulze-Makuch i wsp., 2017).

Szybki rozwdj technik biologii molekularnej w ostatnim czasie przyczynit sie do znacznego
poszerzenia wiedzy o mikroorganizmach, w tym o organizmach ekstremofilnych (Das i Dash,
2018). W szczegdlnosci, wysokoprzepustowe technologie sekwencjonowania DNA (NGS) ujawnity,
ze zbiorowiska bakterii i archeonéw w srodowiskach skrajnych charakteryzujg sie nieoczekiwanie
wysokim poziomem réznorodnosci i ztozonosci (np. Grant i Jones, 2016; Gavrilov i wsp., 2019).
Pomimo tego, wiedza dotyczaca mikroorganizméw ekstremofilnych wecigz jest niepetna,
szczegdlnie w odniesieniu do przedstawicieli domeny Archaea, a wiele siedlisk skrajnych nigdy nie
byto jeszcze badanych.

Ze wzgledu na trudnosci metodyczne zwigzane z poborem i analizg materiatu
pochodzacego ze szczegdlnie trudno dostepnych siedlisk np. z gtebi litosfery, czy przemystowych
linii technologicznych, informacje dotyczgce mozliwosci zycia i jego trwania w tych obszarach s3
niezwykle ubogie i fragmentaryczne (Schloss i wsp., 2016; German i wsp., 2011; Santini i wsp.,
2015). Interesujgcym i bardzo mato poznanym aspektem bioréznorodnosci mikroorganizméw w
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Srodowiskach podziemnych jest wptyw trwajgcej miliony lat izolacji powodowanej obecnoscig
nieprzepuszczalnych warstw skalnych na ksztattowanie sie specyficznych zbiorowisk.

Z przegladu literatury dotyczacej ekosystemoéw podziemnych wynika, ze zaledwie 8%
sekwencji 16S rRNA znajdujgcych sie w publicznych bazach danych pochodzi z organizméw
wystepujacych w srodowisku podziemnym (Schloss i wsp., 2016). A przeciez biomasa ukryta w
gtebi litosfery stanowi az 15% masy wszystkich zywych organizméw na naszej planecie (Bar-On i
wsp., 2018). Jeszcze mniej informacji pochodzi ze skrajnych ekosysteméw pochodzenia
antropogenicznego (Dhal i Sar, 2014; Santini i wsp., 2015), przyktadem ktdérych s3
wielkoobszarowe miejsca sktadowania produktéw ubocznych przemystu chemicznego, np.
przemystu sodowego. Takie sztuczne i stosunkowo mtode ekosystemy to niezwykle interesujace
siedliska o nieznanym poziomie bioréznorodnosci.

Wiele czynnikéw fizyko-chemicznych ksztattuje strukture zbiorowisk mikroorganizmoéw w
danym srodowisku. Jednym z wazniejszych parametrow wywierajgcych wptyw na funkcjonowanie
mikrobiota jest zasolenie (Zhang i wsp., 2013; Canfora i wsp., 2014; Yang i wsp., 2016). Wiele prac
dowiodto, ze ze wzrostem zasolenia bioréznorodno$¢ mikroorganizméw maleje, ale mato jest
informacji, o tym, jaki jest wptyw tego czynnika w Srodowiskach poliekstremalnych, w ktérych
oddziatuje jednoczesnie kilka réznych parametréw skrajnych, takich jak np. oligotrofia, wysoki
odczyn, czy wysokie cisnienie.

Wreszcie, kazdego roku odkrywane sg nowe enzymy czy antybiotyki o unikalnych
wiasciwosciach, lecz zapotrzebowanie na nowe, lepiej dostosowane do specyficznych wymogdéw
technologicznych, tanisze substancje pochodzenia biologicznego wykazuje trend wzrostowy i w
dalszym ciggu pozostaje niezaspokojone (GVR, 2019 a,b).

Niepetna wiedza dotyczaca bioréznorodnosci, wptywu czynnikéw srodowiskowych, w tym
zasolenia, na strukture zbiorowisk mikroorganizméw oraz ciggle aktualna koniecznos$¢
pozyskiwania nowych substancji biologicznie aktywnych staty sie inspiracjg do podjecia badan
nad mikrobiomem bakteryjnym i archeonowym unikalnych srodowisk skrajnych, takich jak wapno
posodowe oraz solanki podziemne.

Hipotezy badawcze

Oprécz okreslenia zréznicowania taksonomicznego zbiorowisk bakteryjnych i archeonowych i
zbadania czynnikéw ksztattujacych ich sktad, celem podjetych badan byto zweryfikowanie
przedstawionych ponizej hipotez badawczych:

1. Zasolenie to wazny czynnik ekologiczny, powodujacy selekcje mikroorganizmdw, ksztattujgcy
okreslony sktad zbiorowisk mikroorganizméw. Oczekuje sie, spadku liczebnosci i
bioréznorodnosci mikroorganizmow ze wzrostem zasolenia.

2. Ekstremalne Srodowiska pochodzenia antropogenicznego, w szczegdlnosci te, ktdre powstaty
na skutek sktadowania produktéw ubocznych przemystu sodowego, generowanych w wyniku
procesdow chemicznych pod wplywem wysokiej temperatury i dziatania agresywnych
odczynnikdw charakteryzujg sie niskg biordznorodnoscia.

3. Pierwszymi opisanymi w literaturze naukowej archeonami byly organizmy wystepujace w
srodowiskach ekstremalnych. Archeony stanowia wazny komponent zbiorowiska
mikroorganizméw w badanych ekosystemach.
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4. Mikroorganizmy zaadaptowane do bytowania w warunkach silnego zasolenia syntetyzujg
enzymy hydrolityczne np. proteolityczne odporne na wysokie stezenie NaCl o potencjalnym
zastosowaniu w przemysle lub ochronie srodowiska.

5. Fizyczna izolacja gteboko potozonych warstw wodonosnych od wdéd warstw nadlegtych
trwajgca tysigce/miliony lat jest przyczyng zmniejszenia liczby nisz ekologicznych oraz
uniemozliwia migracje mikroorganizméw. Zbiorowiska mikroorganizméw poddanych
dtugotrwatej izolacji charakteryzujg sie niskg bioréznorodnoscia.

Omoéwienie wynikéw badan
Wapno posodowe (Kalwasinska i wsp., 2015; 2017; 2018, 2019a)

Wapno posodowe w Janikowskich Zaktadach Sodowych jest deponowane w osadnikach
ziemnych zwanych ,, biatymi morzami” w wyniku oddzielenia fazy statej obecnej w gorgcym ptynie
podestylacyjnym podczas produkcji sody kalcynowanej z solanki i wapienia metodg Solvay’a (etap
regeneracji amoniaku). W zaleznosci od jego genezy wapno zawiera od okoto 3% do 30% NaCl,
jest silnie alkaliczne (pH 11) i ubogie w biogeny, szczegdlnie w azot i wegiel organiczny. Gtéwnym
jego sktadnikiem jest weglan wapnia.

W wyniku proceséw technologicznych wytwarzania sody i soli spozywczej powstajg trzy
rodzaje wapna: (i) wapno odsolone charakteryzujgce sie obnizonym stezeniem jondw
chlorkowych i sodowych na skutek odsalania ptynu podestylacyjnego w produkcji sody (wapno to
zawiera okoto 2% NaCl); (ii) wapno o posrednim stopniu zasolenia (okoto 14% NaCl) powstajgce w
procesie oczyszczania solanki polegajgcym na strgcaniu jondw magnezu i wapnia za pomoca silnie
alkalicznych roztworédw mileka wapiennego lub weglanu sodu w produkcji sody, dodatkowo
podlegajgce czesciowemu odsalaniu (iii) wapno o najwiekszym stopniu zasolenia (okoto 30%
NaCl) powstate w wyniku oczyszczania solanki oraz w procesach czyszczenia linii technologicznych
gtéwnie w produkcji soli spozywczej.

Préby do badan pochodzity ze stawdw osadowych, rdznigcych sie geneza i zasoleniem
wynoszgcym okoto 2%, 14% i 26% NaCl, pobieranych z réznych gtebokosci (0.5 — 2 m, co 0,5 m),
odzwierciedlajgcych odmienny wiek i witasciwosci fizyko-chemiczne wapna. Powierzchniowa
warstwa osadow jest stosunkowo mtoda i w najwiekszym stopniu podlega wptywowi warunkéw
atmosferycznych; jej wiek moze by¢ liczony w miesigcach. Szacuje sie, ze warstwa z gtebokosci 2
m liczy okoto dziesieciu lat a warunki w niej panujace sg ustabilizowane.

Z przeprowadzanych badan wynika, ze ogdlna liczebnos¢ mikroorganizméw w wapnie
posodowym wahata sie miedzy 10° a 10®komdrek/g suchej masy (s.m.) produktu (Kalwasiriska i
wsp., 2015; 2017; 2019a). Ze szczegotowych i kompleksowych badan, w ktérych uwzgledniono
wszystkie rodzaje sktadowanego wapna pobranych z réznych gtebokosci wynika, ze w wapnie o
najwyzszym stopniu zasolenia (26%) liczebno$¢ mikroorganizméw byta istotnie nizsza niz w
wapnie o niskim lub srednim zasoleniu (odpowiednio 2% i 14% NaCl).

Srednie liczebnosci mikroorganizméw odnotowane w przypadku mniej zasolonych préb
wapna wynoszagce 10’ komodrek/g s.m. osadu byly podobne do tych, ktére stwierdzano w
hiperstonych $rodowiskach, takich jak stone jeziora i salternie o odczynie zblizonym do
obojetnego (Mathé i wsp., 2014; Gomariz i wsp., 2015; Cinar i Mutlu, 2016), a takze w naturalnie
stonym i alkalicznym jeziorze sodowym Lonar Lake w Indiach (Humayoun i wsp., 2003). W
poréwnaniu do gleb sotonczakowych (Polyanskaya i wsp., 2015), ktére nalezg do naturalnie
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wystepujacych srodowisk stonych w najwiekszym stopniu zblizonych pod wzgledem zasolenia,
odczynu i zawartosci pierwiastkéw (C, N, P) do wapna posodowego, liczebnos¢ mikroorganizméw
byta jednak od jednego do dwéch rzedéw wielkosci wyzsza.

Liczebnosci mikroorganizméw hodowalnych, zaréwno neutrofilnych, jak i alkalofilnych
wystepujacych w wapnie posodowym byty rzedu 10° — 10° komdrek/g $wiezej masy ($.m.)
produktu (Kalwasinnska i wsp., 2015; 2017), a udziat organizmoéw alkalitolerancyjnych wsréd
ogoétu organizmow neutrofilnych byt wyzszy od 5 do 14 razy niz w typowej glebie (Horikoshi,
1991), gdzie proporcje te wahajg sie zazwyczaj miedzy 1/10 do 1/100.

Wiekszos¢ izolatdw pozyskanych w toku badan nalezata do fakultatywnych alkalifili
(optymalny wzrost w pH 9-10) i umiarkowanych halofili (optymalny wzrost przy stezeniu NaCl 30-
50 g/l). Réznorodnosé mikroorganizmdéw hodowalnych byta niska. Stwierdzono wystepowanie
przedstawicieli zaledwie szes$ciu rodzajéw bakteryjnych. Dominowaty wsérdd nich mikroorganizmy
z rodzaju Bacillus (B. pseudofirmus, B. saliphilus, B. placortidis, B. cereus, B. thuringiensis);
stosunkowo liczni byli tez przedstawiciele rodzaju Halomonas (H. hamiltonii, H. olivaria, H.
pantelleriensis). Pojedyncze szczepy przynalezaty do nastepujgcych gatunkow: Planococcus
citreus, Nocardiopsis xinjangensis, Microcella putealis i Micrococus luteus. Co ciekawe, najblizej
spokrewnione z badanymi izolatami szczepy referencyjne pochodzity z réznych ekstremalnych
stonych lub/i alkalicznych srodowisk, takich jak np. odchody zwierzat (Nielsen i wsp., 1995), stona
gleba w prowincji Mandpam w Indiach (Subhash i wsp., 2014), stone Zrddta siarczkowe we
Wioszech (Romano i wsp., 1996), silnie alkaliczne odpady z produkcji oliwy z oliwek (Amouric i
wsp., 2014), woda gtebinowa o wysokim odczynie (Tiago i wsp., 2006).

Ze wstepnych badan dotyczacych wtasciwosci enzymatycznych pozyskanych szczepow
(Kalwasinska i wsp., 2015) wynika, ze wiekszos¢ z nich byta w stanie syntetyzowac enzymy
hydrolizujgce wigzania estrowe w czgsteczkach zwigzkdéw organicznych zawierajgcych cztery
(esterazy) i osiem atomdéw wegla w czasteczce (estarazy, lipazy). Kilka szczepdw posiadato
zdolnos¢ syntezy lipaz, zdolnych do rozktadu lipidéw zawierajgcych wiele atoméw wegla t.j. kwas
palmitynowy (tzw. prawdziwe lipazy). Wiele szczepdéw posiadato tez zdolno$¢ syntezy o-
glukozydazy, ktéra uczestniczy w rozktadzie skrobi. Liczne byly tez szczepy syntetyzujace proteazy.
Badania te udowodnity, ze mikroorganizmy pozyskane z wapna posodowego stanowig zrédfo
zewnatrzkomarkowych enzymoéw lipolitycznych, amylolitycznych i proteolitycznych, aktywnych w
warunkach wysokiego odczynu (pH 10) i zasolenia (3% NaCl) o potencjalnych mozliwosciach
zastosowania w réznych gateziach przemystu, medycyny i ochrony srodowiska. Ich aplikacja w
przemysle moze przynies¢ wazine srodowiskowe korzysci m.in. zwiekszenie wydajnosci
katalizowanych reakcji w warunkach skrajnych (wysokie zasolenie), lepsze wykorzystanie surowca,
ograniczone wytwarzanie odpaddw, co przektada sie na konkretny zysk ekonomiczny i
ekologiczny.

Wysoka aktywnos¢ proteolityczna izolatdéw stata sie inspiracjg do podjecia szczegdtowych
badann biochemicznych nad proteazami (Kalwasiniska i wsp. 2018). Okazuje sie bowiem, ze
informacje o tolerancji na zasolenie istniejgcych na rynku komercyjnych proteaz np. Alcalase,
Savinase, Esperase (Novozymes, Bagsveerd, Denmark) lub FoodPro subtilisin (Du Pont,
Wilmington, NC, USA) uzywanych w transformacjach organicznych nie sg dostepne, mimo, ze
bytyby niezwykle uzyteczne w razie potrzeby zastosowania enzymdéw w Srodowisku o niskiej
aktywnosci wody. Przeprowadzone badania wykazaty, ze enzym z grupy endoproteaz serynowych
o masie okoto 37 kDa produkowany przez Bacillus luteus H11, pozyskany ze zbiornika wapna o
najwyzszym zasoleniu, byt niezwykle stabilny w warunkach wysokiego odczynu (do pH 12) i
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wysokiego stezenia soli (do 5M NaCl). Te witasciwosci, a takze odpornos¢ biokatalizatora na
surfaktanty (SDS, Triton X-100, Tween 80, CTAB), utleniacze (H,0,), niektdore rozpuszczalniki
organiczne (etanol, aceton, butanol, metanol) i jony metali (np. Ba**, Co**, Cd*, Fe*') czyni go
potencjalnie uzytecznym dla chemii gospodarczej, przemystu spozywczego oraz proceséw
bioremediacji ekosysteméw stonych. Dodatkowo, mozliwo$¢ zastosowania do jego produkcji
odpadéw z przerobu krewetek (zmielone pancerze) jest bardzo obiecujgce, w kontekscie
obnizenia kosztow wytwarzania enzymu na skale przemystowg, z jednoczesnym wykorzystaniem
odpaddw, ktérych zagospodarowanie jest kosztowne.

Wstepne badania molekularne (Kalasinska i wsp., 2017) z wykorzystaniem nowoczesnych
technik wysokoprzepustowego sekwencjonowania amplikondw 16S rDNA na platformie GS Junior
(Roche, Basel, Switzerland) przeprowadzone w 2014 r. wykazaty, ze wapno posodowe pozyskane
ze stawu osadowego, w ktérym deponowane jest wapno z procesu oczyszczania solanki w
produkcji soli jadalnej, mimo wysokiego odczynu (pH 11) i zasolenia (ECe=423 dS/m),
charakteryzowato sie nieoczekiwanie wysokg réznorodnoscig sekwencji bakteryjnych.

Generalnie, wykazano obecno$¢ w wapnie posodowym sekwencji nalezgcych do
mikroorganizmdéw reprezentujgcych wszystkie trzy domeny zycia (Bacteria, Archaea, Eukarya), w
tym sekwencji charakterystycznych dla skrajnie stonych ekosystemoéw, takich jak np. salternie,
stone jeziora czy Morze Martwe (“Candidatus Halobonum”, Halorubrum, Salinibacter,
Halomonas, Dunaliella, Euhalothece, Synechococcus).

Wyodrebniono tgcznie ponad 400 operacyjnych jednostek taksonomicznych, OTU
(operational taxonomic units) bakteryjnych i wykazano, Ze zbiorowiska bakterii w
powierzchniowej warstwie wapna, najbardziej narazonej na zmiany wilgotnosci, pH, zasolenia i
temperatury zwigzanej oddziatywaniem warunkéw atmosferycznych, ale takze podlegajacej
okresowemu zalewaniu zwigzanemu z procesem technologicznym deponowania osaddéw s3g
bardziej rdznorodne pod wzgledem skfadu rodzajowego, w poréwnaniu z warstwg na gtebokosci
2 m, gdzie warunki sg duzo bardziej stabilne. Te badania, ktérych wyniki zaprezentowano na
miedzynarodowej konferencji VI International Conference on Environmental, Industrial and
Applied Microbiology, BioMicroWorld2015 oraz na | 0Ogdlnopolskim  Sympozjum
Mikrobiologicznym - Metagenomy réznych $rodowisk w 2016 r. w Pufawach staty sie
przyczynkiem do podjecia szczegétowych badan molekularnych poswieconych bioréznorodnosci
sekwencji bakteryjnych i archeonowych.

Bardziej zaawansowane badania przeprowadzone w 2017 r. (Kalwasirnska i wsp. 2019a)
potwierdzity, ze silnie alkaliczne i w réznym stopniu zasolone wapno o odmiennej genezie,
pochodzgace z produkcji sody i soli jest rezerwuarem mikroorganizmoéw o zdumiewajgco wysokiej
bioréznorodnosci, biorgc pod uwage ekstremalne warunki jego powstawania i krétki czas
deponowana w pordwnaniu z naturalnymi ekosystemami, ksztattujgcymi sie na przestrzeni setek,
tysiecy czy milionow lat.

Udowodniono ponadto, ze zaréwno szacowana liczba rodzajéw mikroorganizméw, jak i
bioréznorodnosé mierzona wskaznikiem réznorodnosci Shannona byly wyisze w przypadku
zbiorowisk bakteryjnych (odpowiednio Sobs = 116 - 585, H’ = 2.6 - 5.4) niz archeonowych
(odpowiednio Sobs = 7 - 90, H = 1.7 - 3.7). Wyodrebniono ponad 1800 OTU bakteryjnych oraz
okoto 400 OTU archeonowych nalezacych odpowiednio do 36 typéw wsréd domeny Bacteria i 8
typdw wsréd domeny Archaea.

Wykazano, ze struktura zbiorowisk bakteryjnych na poziomie typu charakteryzujgca sie
znacznym udziatem sekwencji bakteryjnych nalezgcych do Proteobacteria, Bacteroidetes,
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Firmicutes i Actinobacteria byta podobna do zbiorowisk bakteryjnych zamieszkujgcych naturalne
haloalkaliczne $rodowiska, takie jak stona pustynia Kutch w Indiach (Pandit i wsp., 2015), osady
denne hiperstonego jeziora La Sal del Rey zlokalizowanego potudniowym Teksasie w USA
(Hollister i wsp., 2010), czy solanki jeziora sodowego Tanatar w Rosji (Vavourakis i wsp., 2016).

Przeprowadzone badania dostarczyly ciekawych wynikéw dotyczacych struktury
zbiorowisk archeonowych. Zbiorowiska zdominowane przez przedstawicieli klasy Halobacteria
byty podobne pod tym wzgledem do zbiorowisk archeonéw w ekstremalnie stonych i
alkaliczniych glebach (de Leén-Lorenzana i wsp., 2017; Navarro-Noya i wsp., 2015), silnie
zasolonych jeziorach (Han i wsp., 2017), stonej pustyni Kutch w Indiach (Pandit i wsp., 2015) w
najwiekszej na swiecie stonej pustyni Salar de Uyuni w Boliwii (Haferburg i wsp., 2017).

Wartym podkredlenia wynikiem uzyskanym w toku przeprowadzonych badan byto
ustalenie ilosciowych proporcji pomiedzy archeonami a bakteriami. Udziat ten, $rednio, w
przypadku wapna o umiarkowanym (14% NacCl) i niskim poziomie zasolenia (2% NaCl) wynosit
okoto 0,5%, natomiast w przypadku wapna o najwyzszym poziomie zasolenia wynosit okoto 1%.
Wielokrotnie wyzszg liczebno$é archeondw (56% w catosci zbiorowiska mikroorganizmoéw), w
poréwnaniu z liczebnoscig bakterii odnotowat Pandit i wsp. (2015) w prébkach soli pobranych z
indyjskich solnisk Kutch. Do chwili opublikowania prac sktadajgcych sie na omawiane osiggniecie
naukowe, niewiele bytlo w dostepnej literaturze doniesie,, w ktdrych przedstawiano by te
proporcje dla naturalnych srodowisk stonych, tym bardziej dla takich, ktére pod wzgledem
wiasciwosci fizycznych przypominajg wapno posodowe.

Wykazano, ze zasolenie to waziny parametr ksztattujacy sktad badanych zbiorowisk
mikroorganizméw, ale bynajmniej nie jedyny. Zaréwno w przypadku zbiorowisk bakteryjnych, jak i
archeonowych uwodnienie osadéw byto waznym czynnikiem, negatywnie skorelowanym z liczbg
rodzajéw bakteryjnych i archeonowych. Ponadto, wykazano istotng dodatnig korelacje pomiedzy
stezeniem jondw wapnia, a liczbg rodzajéw bakteryjnych oraz istotng negatywng zaleznosc
miedzy stezaniem biogendw, a obserwowang liczbg rodzajow z domeny Archaea.

W przypadku zbiorowisk bakteryjnych zasolenie negatywnie korelowato z obserwowang
liczbg gatunkow, wskaznikiem réznorodnosci i rGwnocennosci, natomiast w przypadku zbiorowisk
archeonowych ze wzrostem zasolenia obserwowano wzrost liczby rodzajéow w badanych
zbiornikach.

Szczegotowa analiza sktadu zbiorowisk bakteryjnych i archeonowych na poziomie rodzaju
wykazata, ze ich struktura byta wysoce specyficzna dla danego rodzaju wapna. W wapnie o
najnizszym stezeniu soli (2%) do najliczniejszych OTU bakteryjnych nalezaty Marinobacter,
Idiomarina oraz Pseudomonas, przy czym liczba sekwencji przynaleznych dwém pierwszym
rodzajom byta istotnie i negatywnie skorelowana z zasoleniem wapna. Wapno o najwiekszym
stopniu zasolenia charakteryzowato sie wysokim udziatem sekwencji z rodzaju Fodinibius i
Halomonas.

Liczba wspdélnych OTU dla trzech badanych typow deponowanych osadéw wynosita w
przypadku bakterii okoto 4% ogdlnej liczby OTU, natomiast w przypadku archeondw, wspdlne
OTU stanowity okoto 12%. Sposréd bakteryjnych licznych OTU we wszystkich typach wapna
wystepowat Halomonas. Natomiast wsrdd archeondw licznie reprezentowanymi rodzajami
obecnymi we wszystkich prébach byty Natronomonas, Halorubrum, Halobellus, Halapricum i
Halolamina. Liczba sekwencji przypisanych czterem pierwszym wymienionym wyzej archeonom
korelowata istotnie i pozytywnie ze stopniem zasolenia osaddw.
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Ciekawym wynikiem uzyskanym w trakcie badan nad zbiorowiskami archeonéw w wapnie
0 najnizszym stopniu zasolenia byto stwierdzenie znacznej liczby niesklasyfikowanych do poziomu
rodzaju sekwencji przypisanych do Thermoplasmatales. Wielu przedstawicieli tego rzedu to
organizmy wysoce termofilne i acidofilne, takie jak Ferroplasma czy Picrophilus, odporne na
dziatanie wysokiej temperatury i skrajnie niskiego odczynu. Z przeprowadzonych szczegétowych
badan filogenetycznych wynika, ze dwa liczne fylotypy OTU2 i OTU19 w obrebie
Termoplasmatales byty spokrewnione z Methanomassiliicoccus liminyensis, ktory jest zaliczany do
metanogendw i zostat wyizolowany po raz pierwszy z ludzkich odchodéw (Dridi i wsp., 2012).
Niskie pokrewienstwo analizowanych sekwencji do Methanomassiliicoccus liminyensis (84.34% i
84.64%) pozwala przypuszczaé, ze wapno posodowe jest miejscem wystepowania nowego
gatunku, a by¢é moze réwniez nowej rodziny w obrebie Thermoplasmatales.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze liczba niesklasyfikowanych do poziomu rodzaju
sekwencji bakteryjnych i archeonowych byta stosunkowo wysoka (40% nieskalsyfikowanych
sekwencji bakteryjnych w wapnie o najwyzszym stopniu zasolenia, 64% sekwencji archeonowych
W wapnie o najnizszym poziomie zasolenia). Wiekszg liczbe niesklasyfikowanych fylotypow
stwierdzono ws$rdd archeonédw w  pordwnaniu z bakteriami. Generalnie liczba
niesklasyfikowanych, potencjalnie nowych rodzajéw archeondéw rosta wraz ze spadkiem zasolenia
i wynosita odpowiednio 15%, 26% i az 64% wsrdod ogdtu pozyskanych w danym typie wapna
sekwencji. Pomimo znacznego wzrostu badan nad archeonami, ich réznorodno$¢ wecigz w
znacznym stopniu pozostaje wiec nieodkryta.

Badania przeprowadzone w roku 2017 zaprezentowano na 51. Ogélnopolskiej Konferencji
Mikrobiologicznej. Mikrobiologia $rodowiskowa szansg bezpiecznego zycia i postepu
biotechnologicznego w Ciechocinku.

Chtodne solanki terapeutyczne Kotobrzegu i Potczyna Zdroju (Kalwasinska i wsp. 2019b)

Solanki terapeutyczne Kotobrzegu i Potczyna Zdroju to wody, ktérych wtasciwosci okresla
Ustawa z dnia 9 czerwca 2011 r. Sg to wody chtodne (T<12 °C), typu chlorkowo-sodowego, stare,
powstate w odlegtych epokach geologicznych, pochodzace z infiltracji przed plejstocenskiej, tj.
majacej miejsce ponad 2,58 min lat, znajdujgce sie w strefach utrudnionej wymiany wad
(Burzynski i wsp., 2004; Krawiec, 2013; Krawiec i wsp., 2000; Krawiec and Dulski, 2004).
Ujmowane s3 z odwiertéw siegajacych osaddéw czwartorzedowych, jurajskich i gérnego triasu,
zakotwiczonych na gtebokosci od 46 do 1248 m ponizej powierzchni terenu (p.p.t.). Préby do ban
pobierano z czterech uje¢ kotobrzeskich: Perty (A16), Emilii (6), Bogustawa (B2), Anastazji oraz z
jednego ujecia zlokalizowanego w Potczynie Zdroju (IG-1) o mineralizacji ogdlnej (TDS)
wynoszacej kolejno okoto 0.5%, 5%, 5%, 6% i 7 %.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze liczebnos¢ bakterii heterotroficznych, zdolnych do
wzrostu w temperaturze 20°C nie przekraczata 20 jtk/ml, co jest zgodne ze standardami
mikrobiologicznymi okreslajgcymi jako$¢ wdd mineralnych przeznaczonych do spozycia
(Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 31 marca 2011 r).

Ogdlna liczba mikroorganizméw w badanych wodach wynosita érednio 10°-10* komérek/ml i byta
podobna do liczebnosci mikroorganizméw w innych ekosystemach wéd podziemnych (Pimenov i
wsp., 2012; Lerm i wsp., 2013; Bomberg i wsp., 2015; Walczak i wsp., 2017). W porédwnaniu do
woéd o podobnym zasoleniu wystepujacych na powierzchni Ziemi, charakteryzujacych sie ogdlng
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liczbg mikroorganizméw w zakresie 10°~10" komdrek/ml, liczebnosé ta byta stosunkowo niska
(Cinar i Mutlu, 2016; Felfoldi i wsp., 2016).

Przeprowadzone badania ujawnity, ze zbiorowiska bytujagce w chtodnych solankach
(T<12°C) Potczyna i Kotobrzegu o wysokim przewaznie poziomie mineralizacji (6-7%)
charakteryzowaty sie niskg bioréznorodnoscig. Liczba OTU bakteryjnych w wodach z
poszczegdlnych ujec byta bardzo niska i wahata sie miedzy 19 a 31, a wskaznik bioréznorodnosci
Shannona miescit sie w zakresie od 1,12 do 2,85.

W wiekszosci srodowisk podziemnych doptyw materii organicznej z powierzchni Ziemi,
gdzie ma miejsce intensywna produkcja materii organicznej w wyniku procesu fotosyntezy jest
czesto utrudniony lub uniemozliwiony ze wzgledu obecnos¢ fizycznej bariery w postaci trudno
przepuszczalnych lub nieprzepuszczalnych utworéw skalnych, co silnie ogranicza rozwdj
mikroorganizméw, w szczegdlnosci heterotroféw (Pan i wsp., 2017; Peter i wsp., 2012). Ze
zrozumiatych wzgleddéw réwniez stezenia tlenu w Srodowisku podziemnym sg bardzo niskie, lub
tez tlen w nich nie wystepuje. Dlatego mikroorganizmy bytujgce w gtebi litosfery to gtéwnie
oligotrofy i anaeroby charakteryzujgce sie w wiekszosci chemolitoautotroficznym stylem zycia
opartym w duzej mierze na redukcji siarczandw lub azotanéw (Aillo i wsp., 2013).

W przypadku Potczyna wody ujmowane z gtebokosci okoto 1250 m sg izolowane od wdd
warstw nadlegtych warstwg utwordw ilastych o znacznej migzszosci (400 m), ktora uniemozliwia
wymiane tych wdd z wodami biorgcymi udziat we wspdtczesnym obiegu hydrologicznym.
Obecnos¢ takiej bariery uniemozliwia nie tylko doptyw materii organicznej, czy tlenu
rozpuszczonego, ale réwniez zapobiega migracji mikroorganizmoéw z wyzej potozonych warstw
wodonosnych, uczestniczgcych we wspdtczesnym obiegu hydrologicznym, co przektada sie na
niskg réznorodnosé biologiczng. W przypadku waéd kotobrzeskich, o izolacji woéd ujmowanych z
réznych gtebokosci wnioskowaé mozna na podstawie wynikéw badan izotopowych, sktadu gazéw
szlachetnych, a takze po czesci z faktu, ze wszystkie te wody to wody artezyjskie, posiadajgce
nieprzepuszczalne warstwy skalne w swoim stropie (Burzynski i wsp., 2004; Krawiec, 2013;
Krawiec i wsp., 2000; Krawiec i Dulski, 2004).

Zbiorowiska bakteryjne badanych wdd mineralnych byty zdominowane przez sekwencje
nalezagce do typu Proteobacteria (klasa Deltaproteobacteria i Gammaproteobacteria).
Stosunkowo licznie wystepowaty tez Firmicutes (Bacilli) i Actinobacteria (Actinobacteria). W
wodach z najgtebszych ujeé¢ (Potczyn 1248 m; Anastazja 354 m) istotnym, pod wzgledem liczby
sekwenciji, sktadnikiem zbiorowisk byty Spirochaeate.

Badania wykazaly, ze mineralizacja wdéd, szczegdlnie stezenia jondéw chlorkowych,
sodowych i magnezowych warunkowaty okreslony sktad taksonomiczny zbiorowisk bakteryjnych
wystepujacych w wodach Potczyna i Kotobrzegu. Biorgc pod uwage stezenia jondéw chlorkowych i
sodowych odpowiednio w zakresie 0,7-42 i 0,5-24 g/| mikroorganizmy w wodach Kotobrzegu i
Potczyna Zdroju powinny by¢ rozpatrywane jako umiarkowane halofile, rosngce optymalnie w
zakresie od 3% do 15% NaCl, lub stabe halofile, ktére nie wymagajg zasolenia do swojego
wzrostu, ale potrafigce rosngé nawet przy wysokich stezeniach NaCl (Oren, 2008). Analiza sktadu
taksonomicznego zbiorowisk bakteryjnych tych wod rzeczywiscie to potwierdzita.

Innym istotnym parametrem fizyko-chemicznym wptywajgcym na strukture zbiorowisk
bakteryjnych byty azotany. Liczebnos¢ wzgledna sekwencji nalezgcych do potencjalnych
denitryfikatoréw, takich jak: Pelomonas, Halomonas i Sphingopyxis w prébie wody pochodzacej z
ujecia Perta A16 korespondowata ze zwiekszonym stezeniem tych zwigzkow.
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Gtebokie i wysoko zmineralizowane wody z ujecia Pofczyn IG1 i Anastazja byty najmniej
zréznicowane pod wzgledem taksonomicznym i byty najbardziej zdominowane przez
przedstawicieli Deltaproteobacteria (gtéwnie Desulfovibrio, w mniejszym stopniu Desulfotignum)
w poréwnaniu do innych wéd. Do innych, licznych rodzjadw wykrytych w wodach mineralnych
Kotobrzegu i Potczyna Zdroju nalezaty Halomonas, Idiomarina, Pseudomonas i Acinetobacter. Te
same rodzaje bakteryjne stwierdzono tez w wodach leczniczych na terenie Niemiec przez Beyer i
wsp., (2015; 2016). Jednakze struktura zbiorowisk bakteryjnych na poziomie typu byfa tam
odmienna i charakteryzowata sie przewagq Actinobacteria nad Proteobacteria.

Analizujgc sktad zbiorowiska bakteryjnych badanych wdéd na poziomie rodzaju, mozna
byto stwierdzi¢, ze byly one niezwykle specyficzne dla danego ujecia. Nawet w prébach
pochodzacych z osaddw z tego samego okresu geologicznego, jak w przypadku wdd z ujec
Anastazja i Bogustaw (Dolna Jura), charakteryzujgcych sie podobng mineralizacja ogélng (okoto
6%), ale ujmowanych z roéinych utworéw skalnych (odpowiednio gliny/muty oraz
piaskowce/piaski) zidentyfikowano tylko jedno OTU wspdlne. Mozna zatem stwierdzié, ze
okreslone i bardzo specyficzne dla danego stanowiska parametry fizyko-chemiczne osrodka
skalnego sg odpowiedzialne za sktad zbiorowisk bakteryjnych w ekosystemach podziemnych.

Zgodnie z oczekiwaniami stwierdzono istotng i negatywng zaleznos¢ pomiedzy stezeniem
tlenu rozpuszczonego a wskaznikiem réznorodnosci biologicznej Shannona. Bakterie potencjalnie
zaangazowane w redukcje siarczandéw wystepowaty we wszystkich analizowanych wodach i byty
zrdéznicowane pod wzgledem taksonomicznym. Nalezaly one do szesciu rzedéw
(Desulfovibrionales, Desulfobacterales, Desulfuromonadales, Desulfarculales,
Syntrophobacterales w obrebie Deltaproteobacteria; Peptococcaceae w obrebie Clostridiales) i
dziesieciu rodzajow (Desulfovibrio, Desulfotignum, Desulfopila, Desulfocurvus,
Desulfotomaculum, Desulfofustis, Desulfuromuga, Desulfarculus, Desulfococcus i Desulfobacca).
Bakterie redukujgce siarczany to organizmy powszechnie wystepujagcych w sSrodowisku
podziemnym (van Nostrand i wsp., 2009; Allen i wsp., 2008). W badanych wodach udziat
sekwencji przynaleznych do tej grupy mikroorganizmdw byt istotnie i pozytywnie skorelowany z
mineralizacjg ogdlng, stezeniem jondw wapnia i bromu i negatywnie skorelowany z zawartoscig
azotandw.

Sekwencje archeonowe wykryto jedynie w wodzie ujmowanej z ujecia GT-1 w Potczynie.
Stwierdzone sekwencje nalezaty do typu Euryarchaeota, klasy Methanobacteria i byly
zdominowane przez tylko jedno OTU zaklasyfikowane do Methanobacterium. Wykrycie sekwencji
archeonowych tylko w jednej sposrdd pieciu badanych stanowisk potwierdzito przypuszczenie o
niewielkim udziale archeondw w strukturze zbiorowisk mikroorganizméw wéd podziemnych,
wysnute na podstawie wczesniej prowadzonych badan dotyczacych solanki zasilajacej teznie
ciechocinskie (Kalwasinska i wsp., 2018). Zatozenie to zostato zweryfikowane i potwierdzone w
kolejnych badaniach, w ktérych rowniez bratam udziat (Deja-Sikora i wsp., 2019). We wszystkich
wodach siarczkowych rejonu Buska-Zdroju wykryto sekwencje archeondw, ale ich udziat w catosci
zbiorowiska mikroorganizmoéw byt nieznaczny i nie przekraczat 0.5%.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze réznorodnosé mikroorganizméw hodowalnych w
badanych wodach byfa niewielka. Podobnie jak w wapnie z produkcji sody i soli dominowaty
mikroorganizmy z rodzaju Bacillus, a najczesciej izolowanym gatunkiem byt B. simplex.
Przedstawiciele tego gatunku byli izolowani z réznych skrajnych srodowisk, w tym siedlisk silnie
oligotroficznych jak np. skaty granitowe (Fajardo-Cavazos i Nicholson, 2006), czy préby powietrza
pobranego ze stratosfery na wysokosci ponad 4 000 m (Wainwright i wsp., 2003), co moze w

12



Zatgcznik nr 3. Autoreferat

pewnym stopniu odzwierciedlaé ekstremalnos$¢ badanego przez nas srodowiska. Z drugiej strony
B. simplex i B. aryabhattai byly tez izolowane z bogatych w zwigzki organiczne gleb
zanieczyszczonych weglowodorami pochodzacymi z przerdbki ropy naftowej i, co ciekawe,
podobnie jak pozyskane izolaty Diezia psychralkaliphila, wykazaty sie zdolnoscia do remediacji
gleb skazonych produktami przerobu ropy naftowej (Yumoto i wsp., 2002).

Badania dotyczace bioréznorodnosci mikroorganizméw w wodach terapeutycznych
Kotobrzegu i Potczyna Zdroju zaprezentowano na IX Ogdlnopolskiej Konferencji
Hydromikrobiologicznej, Hydromicro 2017 w Olsztynie.

Solanki termalne Pyrzyc i Stargardu Szczecinskiego (Kalwasinska i wsp., 2020)

Solanki termalne Pyrzyc i Stargardu Szczecinskiego to wody gorgce, wysoko
zmineralizowane (TDS okoto 12 i 14%), ujmowane z gtebokosci okoto 1,6 i 2,6 km p.p.t., ktérych
temperatura w ztozu wynosi odpowiednio 67°C i 95°C. Podobne jak solanki Kotobrzegu i
Potczyna, sg to wody stare pochodzace z infiltracji przed plejstocenskiej, znajdujace sie w strefie
utrudnionej wymiany, co pozwala zaliczy¢ je do zasobdw nieodnawialnych, o diugim czasie
przebywania w os$rodku skalnym, ktéry stanowig piaskowce dolnej jury. Préby do badan
pobierano z dwdch odwiertéw produkcyjnych (GT1 w Pyrzycach oraz GT2 w Stargardzie),
eksploatujacych solanke ze ztoza i transportujgcych ja do naziemnej czesci instalacji, w ktorej
odbywa sie odbiér geotermalnego ciepta.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze ogdlna liczba mikroorganizméw w badanych

wodach termalnych, ksztattujaca sie na poziomie 10* komdrek/ml, byta podobna do ogdlnej
liczby mikroorganizméw wystepujacych w chtodnych i mniej zasolonych wodach Kotobrzegu i
Potczyna Zdroju.
Na podobnym poziomie, 10*-10> CFU/ml, prezentowata sie réwniez liczebno$¢ mikroorganizméw
heterotroficznych, z tym, ze w przypadku wdd geotermalnych byly to organizmy formujace
kolonie w temperaturze 60°C, natomiast w przypadku wdd chtodnych byty to organizmy zdolne
do wzrostu w temperaturze 20°C.

Liczba OTU bakteryjnych (srednio od 10 do 27), a takie indeks bioréznorodnosci
Shannon’a (1,53 do 2,50) wyliczone dla solanek termalnych, charakteryzowaty sie podobnymi
warto$ciami do wartosci otrzymanych dla wéd Kotobrzegu i Potczyna Zdroju.

Roéznice miedzy zbiorowiskami mikroorganizméw woéd chtodnych i termalnych ujawnity
sie na poziomie struktury zbiorowisk. W obydwu typach wéd dominowaty sekwencje przynalezne
do Proteobacteria oraz Firmicutes. O ile, udziat Proteobacteria w solankach Kotobrzegu i Potczyna
byt podobny do solanek termalnych (48-89% v 54-70%), o tyle udziat Firmicutes byt wyzszy w
solankach termalnych (22-46% v 0.8-23%). Jest to zrozumiate z tego wzgledu, ze wsrdd Firmicutes
znajdujg sie mikroorganizmy zdolne do tworzenia przetrwalnikéw (EFF, ang. endospore forming
Firmicutes), ktére umozliwiajg przetrwanie niekorzystnych warunkéw srodowiskowych, takich jak
m.in. wysoka temperatura, oligotrofia, wysokie cisnienie, czy niska aktywnos¢ wody.

Wysoki odsetek EFF w wodach Stargardu i Pyrzyc wynoszgcy odpowiednio 10 i 25% jest
zgodny z wnioskami wyciggnietymi przez Filippidou i wsp., (2016). Autorzy postulowali, ze wespot
dziatajgce czynniki powodujace selekcje mikroorganizmow sprzyjajg wysokiemu udziatowi EFF w
zbiorowisku, ktéry zawdzieczajg zaréwno mozliwosci sporulacji, jak i dodatkowym mechanizmom
zwiekszajgcym szanse na przezycie t.j. chemotaksja, ruchliwos¢, zdolnos¢ tworzenia biofilmu,
pobieranie DNA, ruchliwos¢ oraz plastycznos¢ metaboliczna.
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W takim kontekscie, fakt wystepowania organizméw potencjalnie zdolnych do
wytwarzania przetrwalnikdw takich jak “Candidatus Desulforudis”, Desulfotomaculum oraz trzy
niesklasyfikowane do poziomu rodzaju OTU przynalezne do Clostridia, zaréwno w wodach Pyrzyc,
jak i Stargardu, (wspdlne OTU) jest w petni zrozumiaty. Dlatego tez postulujemy, ze organizmy te
moga by¢ czescig sktadowg bardzo starego zbiorowiska mikroorganizmow, ktére bytowato w
poprzednich epokach geologicznych. Z badan przeprowadzonych m.in. przez Vreeland i wsp.,
(2000) wynika, ze mikroorganizmy zdolne do produkcji spor mogg przetrwaé miliony lat.

Wsréd sekwencji bakteryjnych w solankach Pyrzyc dominowaty sekwencje przypisane do
Halothiobacillus (54%), natomiast w Stargardzie najwiekszym udziatem wsrod ogdtu pozyskanych
sekwencji bakteryjnych charakteryzowat sie rodzaj Methylobacterium (35%). Mimo iz sekwencje
przynalezne do tych rodzajéw bakteryjnych identyfikowano juz w stonych s$rodowiskach
podziemnych, w tym hydrotermalnych (Sievert i wsp., 2000; Urschel i wsp., 2015; Pimenov i wsp.,
2012; Johnson i wsp., 2003), to jednak nie pozyskano jeszcze izolatow, ktérych wtasciwosci
fizjologiczne pozwalatyby zaliczy¢ je do organizmdéw termofilnych. Biorgc jednak pod uwage liczng
reprezentacje odczytow przynaleznych do Halothiobacillus oraz Methylobacterium w badanych
wodach, mozemy przypuszczaé, ze zaréwno wsrdd przedstawicieli Halothiobacillus, jak i
Methylobacterium, znajdujg sie organizmy zaadaptowane do wysokiej temperatury (termofile lub
termotoleranty).

Z analizy potencjatu metabolicznego zakodowanego w znanych genomach przedstawicieli
Halothiobacillus i Methylobacterium wynika, ze zawierajg one geny odpowiedzialne za utlenianie
zwigzkdw siarki (tiosiarczanu do siarczandw). Pozwala to wnioskowaé, ze dominujgce rodzaje
bakteryjne wystepujgce w badanych solankach uczestniczg w obiegu tego pierwiastka w
przyrodzie.

W odréznieniu od wéd Kotobrzegu i Potczyna Zdroju, dominujgce w strukturze
zbiorowiska bakteryjnego solanek Pyrzyc i Stargardu byty organizmy utleniajgce zwigzki siarki, a
nie organizmy zdolne do redukcji siarczanéw. Jest to zgodne z obserwacjami przeprowadzonymi
przez Schwermer i wsp., (2010) oraz zgodne z modelem zaproponowanym przez Lau i wsp.,
(2016). W warunkach wysokiego stezenia azotandw (powyzej 0.8 mM, ktére ma miejsce w
solankach Pyrzyc i Stargardu) obserwowano bowiem wzrost tendencji do redukcji tych zwigzkéow
pofaczony z utlenianiem zwigzkéw siarki, co jest energetycznie korzystniejsze dla prowadzacych
te procesy mikroorganizmow, niz pozyskiwanie energii z redukcji siarczandéw. Negatywna
zalezno$¢ pomiedzy udziatem bakterii redukujgcych siarczany a stezeniem azotandw, ktére
odnotowano podczas badania mikrobiomu wdéd Kotobrzegu i Potczyna Zdroju potwierdza
obserwowang tutaj tendencje.

Sposrdd organizmdéw potencjalnie zdolnych do redukcji zwigzkdéw siarki w wodach
termalnych Stargardu i Pyrzyc najliczniej wystepowaty “Candidatus Desulforudis” oraz
Desulfotomaculum. Z przeprowadzonych badan filogenetycznych wynika, ze najblizej
spokrewnione z nimi fylotypy pozyskano ze srodowisk geotermalnych, odpowiednio z odwiertéw
na dnie Oceanu Spokojnego oraz z wysoko temperaturowego zbiornika ropy naftowej w Chinach.
Z kolei najblizej spokrewnione z Halothibacillus oraz Methylobacterium sekwencje pozyskano
odpowiednio z osadéw dennych hiperstonego jeziora Kasin w Rosji (Emmerich i wsp., 2012) oraz z
osaddéw zwigzanych ze srodowiskiem wdéd gtebinowych w Finlandii.

Odsetek niesklasyfikowanych do poziomu rodzaju odczytdw bakteryjnych w solankach
Pyrzyc i Stargardu byt znaczaco wyziszy niz w wodach Kotobrzegu i Potczyna i wynosit
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odpowiednio 39% i 7%. Swiadczy to o wyzszym udziale nowych gatunkéw w badanych solankach
termalnych w poréwnaniu do solanek chtodnych.

Podobnie jak przypadku chtodnych solanek Kotobrzegu i Potczyna Zdroju, tak i w
przypadku solanek geotermalnych Pyrzyc i Stargardu stwierdzono tylko jedno OTU przypisane do
domeny Archaea, co potwierdza niewielki udziat przedstawicieli tej domeny w solankach
podziemnych. Stwierdzone sekwencje, niesklasyfikowane na poziomie rodzaju i rodziny nalezaty
do rzedu Thermoplasmatales w obrebie typu Thermoplasmatota (SILVA, v 138). Najblizej
spokrewnione z nimi sekwencje pozyskano z innych stonych i gorgcych srodowisk, takich jak
pustynia sodowa Kutch w Indiach, umiarkowanie stona gleba w Chinach oraz wody podziemne w
stanie lllinois, USA. Podobnie tez, jak w przypadku sekwencji nalezgcych do Themoplasmata
wystepujacych w wapnie posodowym, najblizej spokrewnionym szczepem referencyjnym byt
Methanomassiliicoccus luminyensis B10 zdolny do produkcji metanu w wyniku redukcji metanolu
(Dridi i wsp., 2012).

Analizujgc skfad gatunkowy izolatdw pozyskanych z solanek termalnych, zdolnych do
wzrostu w temperaturze 60°C na podfozu zawierajgcym zwigzki organiczne t.j. pepton i ekstrakt
drozdzowy okazato sie, ze byty to organizmy nalezgce w wiekszosci do jednego tylko gatunku
Bacillus paralicheniformis.

Badania wtasciwosci fizjologiczno-biochemicznych oraz szczegétowe analizy genomu
jednego z przedstawicieli B. paralichniformis — szczepu TS6 ujawnity, ze badany szczep prezentuje
odrebny, nowy podgatunek. Biorgc pod uwage jego wysokie optimum temperaturowe wynoszgce
50°C, wysoki wskaznik adaptacji temperaturowej oraz niski stosunek zawartosci kwasow
ttuszczowych anteriso- do iso - Cy59 obecnych w btonach komdrkowych, badany szczep mozna
zaliczy¢ do grupy termofilnych/wysoce termotolerancyjnych organizmow, takich jak Geobacillus
stearothermophilus i Bacillus badius (Diomandé i wsp., 2015). Inne cechy fizjologiczne
odrdzniajace B. paralicheniformis TS6 od najblizej spokrewnionego szczepu referencyjnego KJ-16
to m.in. brak mozliwosci syntezy ureazy, zdolnos¢ asymilacji D-galaktozy, myo-inozytolu oraz
kwasu D-galakturonowego, a takze podatnosé na kwas nalidyksowy.

Szczegdtowe analizy pordwnujgce potencjat genetyczny szczepu TS6 z najblizej
spokrewnionym szczepem KJ-16, pozyskanym z fermentowanych nasion soi o duzej zawartosci
soli wykazaty, ze szczep TS6 zawiera wiecej gendw zwigzanych z metabolizmem zaréwno prostych
zwigzkdw, takich jak metan czy aminokwasy, jak i ztozonych substancji organicznych, takich jak
skrobia i pektyny, a takze wiecej gendw zwigzanych z biosyntezg metabolitow wtdérnych. Zawiera
tez geny zwigzane z detoksykacjg srodowiska, uczestniczace w rozktadzie formaldehydu, ktérego
synteza w Srodowisku podziemnym odbywa sie przy udziale wzglednie beztlenowych i tlenowych
mikroorganizmdéw metylotoficznych, wykorzystujgcych metanol jako podstawowe Zrédto wegla.

Dodatkowe geny obecne w genomie B. paralicheniformis TS6 s najprawdopodobniej
zwigzane ze zwiekszonym potencjatem metabolicznym komdérek, ktére w wysoce specyficznych
warunkach srodowiska podziemnego sg zmuszone efektywnie wykorzystywaé wszystkie dostepne
substancje odzywcze oraz chronic sie przez dziataniem zwigzkéw toksycznych.

Pozyskane przez nas szczepy bakteryjne, o szerokim potencjalne genetycznym, ktdre
dodatkowo sg stosunkowo fatwe w hodowli, rosngce w warunkach mikroaerofilnych, odporne na
wysokie zasolenie i wymagajace niewielkich tylko stezen zwigzkdéw organicznych stanowia
obiecujace Zrédto substancji biologicznie czynnych oraz ciekawy obiekt dalszych badan nad ich
metabolizmem, przystosowaniami do skrajnych warunkéw S$rodowiskowych oraz praktycznym
wykorzystaniem w biotechnologii.
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Badania dotyczace bioréznorodnosci mikroorganizméw w wodach termalnych Pyrzyc i

Stargardu Szczecinskiego zaprezentowano na X Ogodlnopolskiej Konferencji

Hydromikrobiologicznej w 2019 r. w Toruniu.

Najwazniejsze osiggniecia prezentowanych badan

1.

Przeprowadzone badania dostarczyly unikalnych danych dotyczacych liczebnosci,
bioréznorodnosci oraz wptywu czynnikow fizykochemicznych na sktad zbiorowisk
mikroorganizmoéw w trzech ekstremalnych srodowiskach: wapnie posodowym, a takie w
chtodnych oraz w goracych wodach gtebinowych znajdujacych sie w strefach utrudnionej
wymiany wod oraz pozwolity zweryfikowaé postawione hipotezy badawcze.

Udowodniono, ze zasolenie to wazny czynnik ekologiczny, ksztattujacy skiad zbiorowisk
mikroorganizméw we wszystkich badanych ekosystemach. Dodatkowo wykazano, ze inne
czynniki Srodowiskowe, takie jak uwodnienie wapna, zawartos¢ niektorych jondw (magnezu i
wapnia), temperatura, pH, stezenia biogendéw, w tym azotandw, oraz zawartos$¢ tlenu
rozpuszczonego wywieraty istotny wptyw na strukture badanych zbiorowisk. Przy czym
obserwowana struktura zbiorowisk mikroorganizméw danego siedliska byta wypadkowa
dziatania czesto réznych parametrow fizyko-chemicznych.

W wapnie posodowym liczba rodzajéow bakteryjnych oraz wskaznik bioréznorodnosci
Shannona byt skorelowany negatywnie ze stopniem zasolenia srodowiska, natomiast w
przypadku zbiorowisk archeonowych ze wzrostem zasolenia obserwowano wzrost liczby
obserwowanych OTU.

Poznanie potencjatu  enzymatycznego  alkalohalofilnych  szczepéw  bakteryjnych
wyizolowanych z wapna posodowego, a w szczegdlnosci doktadne analizy biochemiczne
proteazy pozyskanej z Bacillus luteus H11 dowiodty, Zze mikroorganizmy wystepujace w tym
ekstremalnym srodowisku stanowia wazine zirédto enzymdéw o potencjalnym
biotechnologicznym zastosowaniu.

Przeprowadzone badania dostarczyly niezwykle ciekawych informacji dotyczacych
archeondw. W pordéwnaniu do niektérych srodowisk hiperstonych, w ktérych zbiorowiska
mikroorganizméw byty zdominowane przez przedstawicieli domeny Archaea, udziat
archeondéw w silnie alkalicznym i zasolonym srodowisku wapna z produkcji sody i soli nie
przekraczat kilku procent. Przyczyn marginalnego udziatu przedstawicieli tej domeny zycia
wsérod ogotu mikroorganizméw mozna upatrywaé m.in. w wystepowaniu dodatkowych
czynnikdw fizyko-chemicznych powodujacych selekcje organizmdéw, takich, jak silnie
alkaliczny odczyn oraz niisza temperatura, w poréwnaniu do warunkéw panujgcych w
salterniach i pustyniach solnych.

Rosnacy wraz ze spadkiem zasolenia wapna odsetek niesklasyfikowanych do poziomu rodzaju
sekwencji archeonowych wskazuje, ze o ile wiedza dotyczgca taksonomii archeonéw
Srodowisk stonych zostata w stosunkowo duzym stopniu odkryta, o tyle archeony $rodowisk
alkalicznych o niewielkim stopniu zasolenia s w niewielkim tylko zakresie poznane.
Badania dotyczace mikroorganizméw obecnych w solankach gtebinowych Kotobrzegu i
Potczyna Zdroju potwierdzity negatywny wptyw istnienia barier na bioréznorodnos¢
organizmow.

Badania dotyczace solanek termalnych dostarczyly nowych informacji dotyczacych
adaptacji termicznych mikroorganizméw, takich jak Bacillus paralicheniformis,
Halothiobacillus oraz Methylobacterium.
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9. Wykazano, ze sekwencje przypisane domenie Archaea w ,starych” wodach infiltracyjnych
stanowia mato liczny komponent zbiorowiska mikroorganizmoéw.

10. Wszystkie badane ekosystemy, a w szczegdlnosci wapno posodowe i solanki termalne to
potencjalne siedliska nowych mikroorganizméw, dotychczas nieznanych nauce.
Prawdopodobienstwo rozpoznania nowych zwigzkéw biologicznie czynnych i nowych
szlakow metabolicznych jest wiec w tych srodowiskach wysokie i daje podstawe do
przedsiewziecia dalszych, szczegétowych badan.
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naukowej z dr hab. Urszulg Jankiewicz z SGGW w Warszawie, niezbedne dla petnego
scharakteryzowania nowego enzymu lipolitycznego produkowanego przez Bacillus luteus H11.

Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych nauke lub
sztuke

Wyktady
e Ekstremofile (wyktad monograficzny, 6 wyktadow w roku akademickim 2009/2010)
e Biotechnologia $rodowiskowa (2 wyktady, 2009/2010)
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Bakterie i grzyby. Identyfikacja i rola w érodowisku (kierunek: Ochrona Srodowiska, 2018/19)
Diagnostyka mikrobiologiczna w laboratoriach przemystowych (kierunek: Diagnostyka
Mikrobiologczna 2019/20)

Cwiczenia

Wspdtudziat w opracowaniu programu i prowadzenie nastepujacych éwiczen:

Mikrobiologia ogélna (kierunek: Ochrona Srodowiska, Chemia Kosmetyczna)
Mikrobiologia $rodowiskowa (kierunek: Ochrona Srodowiska)

Biotechnologia $rodowiskowa (kierunek: Ochrona Srodowiska)

Mikrobiologia wody i éciekéw (kierunek: Ochrona Srodowiska)

Biotechnologia w ochronie srodowiska (kierunek: Biotechnologia)

Mikrobiologia przemystowa (kierunek: Biotechnologia)

Utylizacja odpadéw (kierunek: Ochrona Srodowiska)

Bioaugmentacja - zastosowanie mikroorganizméw w remediacji i ochronie srodowiska
(kierunek: Ochrona Srodowiska)

Sukcesja mikroorganizmdéw na zwtokach kregowcow (kierunek: Diagnostyka
Mikrobiologiczna)

Metagenomics (w jez. angielskim, kierunek: Biologia, studenci programu Erasmus +)
Biostatistics (w jez. angielskim, studenci programu Erasmus +)

Zajecia fakultatywne

Wspdtudziat w opracowaniu i prowadzeniu nastepujacych zaje¢ do wyboru:

Zastosowanie mikrobiologii w ochronie sSrodowiska (kierunek: Biologia)
Mikrobiologia Srodowiskowa (kierunek: Biotechnologia, Biologia)

Sukcesja mikrobiologiczna na zwtokach kregowcdw (kierunek: Biologia Sadowa)
Bioaugmentacja (kierunek: Biologia, Biotechnologia)

Projekty edukacyjne

Wspdtudziat w organizacji wraz z lzbg Gospodarczg ,Wodociggi Polskie” kursow
»Mikrobiologiczne metody badania wody” oraz ,Analizy mikrobiologiczne $ciekéw, osadu
czynnego i osadow sciekowych” (kurs 3-dniowy w latach 2013 — 2015)

Prowadzenie we wspdtpracy z Ideas4Biology kursu dla pracownikéw naukowych Katolickiego
Uniwersytetu Lubelskiego pt.: Analiza strukturalna i funkcjonalna zbiorowisk
mikroorganizméw w oparciu oddane metagenomiczne i metatranskryptonomiczne (17-19
czerwca, 2019)

Wspotprowadzenie  kursu: Identyfikacja molekularna  enzyméw  pochodzenia
mikrobiologicznego. Wykorzystanie chromatografii GC/MS do diagnostyki metabolitéw, w
ramach projektu: Universitas Copernicana Thoruniensis In Futuro — modernizacja
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w ramach Zintegrowanego Programu Uczelni (projekt nr
POWR.03.05.00-00-Z302/17-00) realizowanego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza
Edukacja Rozwd;.

Opiekun projektu: Wptyw $rodkédw ochrony roslin na bioréznorodnos¢ gleby, w ramach
projektu: Universitas Copernicana Thoruniensis In Futuro (koordynator dr hab. Maria
Swiontek Brzezinska, prof. UMK.
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Opieka naukowa nad studentami

e W ramach zaje¢ Pracownia dyplomowa po uzyskaniu stopnia doktora sprawowatam opieke
naukowa nad przygotowaniem prac dyplomowych wykonywanych w Zaktadzie Mikrobiologii
Srodowiskowej i Biotechnologii UMK w Toruniu przez studentéw studiéw stacjonarnych i
niestacjonarnych z kierunkéw Biotechnologia, Biologia i Ochrona Srodowiska.

e W ramach zajeé Pracownia specjalizacyjna bytam opiekunem naukowym przy wykonywaniu
prac magisterskich (9 przed uzyskaniem tytutu doktora, 30 po uzyskaniu tytutu doktora)
obronionych w Zaktadzie Mikrobiologii Srodowiskowej i Biotechnologii UMK w Toruniu przez
studentdéw studiow stacjonarnych i niestacjonarnych z kierunkéw Biotechnologia, Biologia i
Ochrona Srodowiska.

Wspotautorstwo skryptu

e Maciej Walczak, Aleksandra Burkowska, Maria Swiontek Brzezinska, Agnieszka Kalwasiniska.
Podstawy mikrobiologii w teorii i praktyce, Torun: Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika, 2013.

Dziatalnos¢ popularyzatorska

e Prowadzenie warsztatow w ramach Toruriskiego Festiwalu Nauki i Sztuki (2017)

e Prowadzenie warsztatéw w ramach Nocy Biologdw, Fascynujgcego Dnia Ro$lin i Dnia
Otwartego Wydziatu BiOS (2012-2017, 2020)

e Zajecia pokazowe dla uczniéw szkoty podstawowej (2016, 2018).

Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

Przed uzyskaniem tytutu doktora moje zainteresowania badawcze dotyczyly przede wszystkim
poznania funkcji mikroorganizméw w ekosystemach jeziornych oraz wptywu antoropopresji na
zbiorowiska mikroorganizméw. Prowadzitam badania nad liczebnoscig, produkcjg wtdrng,
aktywnoscia enzymatyczng mikroorganizméw oraz nad wilasciwosciami fizjologiczo-
biochemiczymi, w tym nad zdolnoscig do rozktadu ksenobiotykow (pestycydéw i Srodkow
powierzchniowo-czynnych) przez izolaty bakteryjne pozyskane z rdéinych stref ekologicznych
Jeziora Chetmzynskego (litoral, torn wodna, osady denne, mikrowarstwa powierzchniowa).
Dodatkowo, w celu okreslenia stopnia wptywu dziatalnosci cztowieka na jezioro wyrazonego jego
stanem sanitarnym badatam wystepowanie mikroorganizmdw wskaznikowych, takich jak bakterie
grupy coli, Escherichia coli, enterokoki katowe oraz Clostridium perfringens.

Przed uzyskaniem stopnia doktora 2-krotnie (2002 i 2004) kierowatam grantami
finansowanymi z funduszy UMK oraz grantem finansowanym przez Komitet Badan Naukowych
KBN (okres realizacji 2005-2007). Wyniki badan uzyskane w powyziszych grantach byty
prezentowane na konferencjach naukowych i w formie publikacji (zat. 4), a takze wykorzystatam
je do przygotowania rozprawy doktorskiej pod tytutem ,Studium mikrobiologiczne Jeziora
Chetmzynskiego” ktdrej promotorem byt prof. dr. hab. Wojciech Donderski. Moja dysertacja
doktorska na wniosek recenzentdw zostata uznana za wyrdzniajgca sie.

Najwazniejsze osiggniecia naukowe omawianego okresu:
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e Woykazanie, ze mikroorganizmy planktonowe jeziora to bardzo czuty wskaznik, ktéry moze by¢
wykorzystywany w praktyce w celu monitorowania zmian powodowanych przez cztowieka w
ekosystemach naturalnych.

e Pordwnanie stopnia antropopresji w czesci przymiejskiej Jeziora Chetmzynskiego i w czesci
pozamiejskiej; wykazanie, ze stopief antropopresji w obydwu obszarach byt podobny i
warunkowany odpowiednio oddziatywaniem miasta (wptyw kanatéw burzowych i kapielisk)
oraz wptywem rolniczej dziatalnosci cztowieka (sptywy biogenodw, brak sprawnie dziatajacego
systemu kanalizacji we wsi Pluskowesy).

e Okreslenie klasy czystosci wod jeziora oraz stanu sanitarnego jego najwazniejszych kapielisk.
Z przeprowadzonych badan wynikato, ze wody Jeziora Chetmzyriskiego mozna byto zaliczy¢ do
[l klasy czystosci, w ktorych parametry mikrobiologiczne przyjmowaty wartosci dopuszczalne,
zgodne z wymogami, ktérym powinny odpowiadaé¢ wody w kapieliskach oraz wody
rekreacyjne.

e Wykazanie, ze mikroorganizmy heterotroficzne sg odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy
Srodowiska i wskazanie, ktére konkretnie rodzaje i gatunki bakterii wystepujacych w
Srodowisku wodnym aktywnie rozktadajg badane ksenobiotyki. Badania wykazaty, ze izolaty
bakteryjne nalezgce do gatunkéw Pseudomonas luteola, Burkholderia cepacia i Aeromonas
hydrophila nalezaty do najskuteczniejszych organizmow pod wzgledem tempa redukcji
zaréwno karbendazymu, jak i delatmetryny.

Po uzyskaniu stopnia doktora w roku 2008 kontynuowatam prace w Zaktadzie Mikrobiologii
Srodowiskowej i Biotechnologii poczatkowo na etacie asystenta, a od roku 2010 na stanowisku
adiunkta. Zajmowatam sie badaniami dotyczgcymi szeroko pojetej mikrobiologii sSrodowiskowej
obejmujacej monitoring mikrobiologiczny wody, gleby i powietrza, wykorzystaniem
mikroorganizméw w biotechnologii, a takze prowadzitam badania w obszarze mikrobiologii
przemystowe;j.

W latach 2010-2012 bytam kierownikiem kolejnego grantu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki pt. Ocena wptywu nowo powstatego oraz rekultywowanego
sktadowiska odpaddw komunalnych w Toruniu na jakos¢ mikrobiologiczng powietrza i gleby.
Celem tego projektu byto poznanie oddziatywania sktadowiska odpaddéw komunalnych na
srodowisko, wyznaczenie stref jego wptywu, a takze zidentyfikowanie potencjalnych zagrozen
zwigzanych ze zdrowiem cztowieka, zaréwno w bezposrednim otoczeniu terenu sktadowania, jak i
w miejscu pracy na terenie sktadowisk.

Za najwazniejsze osiggniecia naukowe projektu uwazam:

e Przeprowadzenie dtugotrwatych (2 lata, comiesieczny pobdr prob) i kompleksowych badan
mikrobiologicznych obejmujacych powietrze i glebe na stanowiskach badawczych
zlokalizowanych na terenie nowo powstatego sktadowiska oraz na terenie sktadowiska
rekultywowanego, a takze poza zasiegiem oddziatywan sktadowisk.

o Okreslenie negatywnego wptywu jaki wywiera funkcjonujgca kwatera deponowania
odpadéw na jako$¢ powietrza i gleby zaréwno na miejscu sktadowania jak i w jego
sgsiedztwie, co moze by¢ powodem do kwestionowania strategii lokalizacji sktadowisk
odpadéw komunalnych w gesto zaludnionych obszarach oraz wykazanie potrzeby
wprowadzenia regularnych monitoringowych badan mikrobiologicznych w sgsiedztwie
obiektéw gospodarki komunalne;j.
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e Woykazanie, ze emitowany przez sktadowisko bioaerozol jest Zrédtem potencjalnych
patogendw stanowigcych zagrozenie dla ludzi, wskazanie obszaréw szczegblnie
niebezpiecznych dla zdrowia pracownikéw sktadowiska oraz koniecznosci przedsiewziecia
$rodkéw zaradczych, ograniczajacych narazenie na czynniki biologiczne w miejscu pracy.

e Udowodnienie, ze rozprzestrzenianie sie bioaerozoli, deponowanie odpadéw oraz
powstawanie odciekdw wydostajgcych sie z nieszczelnych systeméw rowdw opaskowych
moze powodowa¢ mikrobiologiczne skazenie gleby w sasiedztwie sktadowiska odpadéw.
Wykazanie konkretnych miejsc, w ktdrych obserwowano przekroczenie dopuszczalnych
wartosci parametréw mikrobiologicznych.

e Wykazanie, ze odpowiednio prowadzony proces rekultywacji znacznie ogranicza ewentualny
negatywny wptyw sktadowiska, ktérego eksploatacje juz zakonczono.

Raport z przeprowadzonych badan zostat przekazany Wojewddzkiemu Inspektoratowi Ochrony

Srodowiska w Bydgoszczy oraz Zaktadowi Utylizacji Odpadéw Komunalnych w Toruniu.

Oprécz zagrozen biologicznych na terenie obiektdw gospodarki komunalnej badatam takze
mozliwosé narazenia ludzi na bioaerozol bakteryjny i grzybowy w pomieszczeniach uzytecznosci
publicznej m.in. w Bibliotece Uniwersyteckiej UMK.

e Przeprowadzone badania ujawnity, ze powietrze w ogdlnodostepnych pomieszczeniach
bibliotecznych, w oparciu o kryteria biologicznej czystosci pomieszczern nieprzemystowych,
uznano za zanieczyszczone bakteriami w stopniu co najmniej srednim lub wysokim. Najnizsze
mikrobiologiczne zanieczyszczenie powietrza (w stopniu matym) stwierdzono jedynie w
Magazynie Starodrukéw, w ktdérym rygorystycznie przestrzega sie odpowiednich parametréw
klimatycznych. Wyniki naszych badan wykazaty, ze prostym i skutecznym sposobem poprawy
mikrobiologicznej jakosci powietrza w pomieszczeniach zamknietych jest przede wszystkim
sprawnie dziafajgcy system klimatyzacji lub wentylacji.

Interesowat mnie rowniez wptyw duzych, otwartych inhalatoriéw funkcjonujgcych w Ciechocinku
i Inowroctawiu na obecnos$¢ w powietrzu réznych grup drobnoustrojéw, dlatego uczestniczytam w
pracach dr hab. Aleksandry Burkowskiej-But, prof. UMK ktdrych celem byto okreslenie zagrozen
zwigzanych z potencjalng emisjg przez te obiekty chorobotwdrczych bakterii i grzybéw
plesniowych stanowigcych wazne alergeny wziewne.

o Przeprowadzone badania wykazaty, ze teznie zlokalizowane w obu badanych uzdrowiskach
miaty pozytywny wptyw na mikrobiologiczng jakos¢ powietrza. Na terenach objetych ich
oddziatywaniem liczebnos¢ drobnoustrojéw byta bowiem nizsza niz na pozostatych obszarach,
zaréwno na terenach rekreacyjnych, jak i typowo miejskich. Jednocze$nie w miare oddalania sie
od inhalatorow obserwowano wzrost liczebnosci bakterii mezofilnych, wsréd ktérych moga
znalez¢ sie mikroorganizmy potencjalnie chorobotwoércze. W zwigzku z tym funkcjonowanie
otwartych inhalatoréw solankowych mozna uzna¢ za skuteczny sposdb poprawy jakosci
powietrza w sanatoriach, a ich budowe za dziatanie wspierajgce funkcjonowanie uzdrowisk.

Badania dotyczace biozerozolu emitowanego przez teznie sktonity mnie réwniez do podjecia
badan zmierzajgcych do okreslenia wptywu zatezania solanki na strukture zbiorowisk
bakteryjnych i archeonowych w trakcie przeptywu solanki przez system tezni w Ciechocinku.

e Przeprowadzone badania wykazaty, ze wzrastajgce zasolenie byto pozytywnie skorelowane
zaréowno z liczebnoscig mikroorganizméw, jak i réznorodnoscig zbiorowisk bakteryjnych oraz
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archeonowych. Przedstawiciele rodzajow Idiomarina, Psychrofexus, Roseovarius i Marinobacter
wystepowaty na wszystkich etapach zatezania solanki stad uznano je za organizmy zaadaptowane
do nagtych zmian zasolenia o szerokiej tolerancji na NaCl. Sphingobium i Sphingomonas uznano
za organizmy o waskim zakresie tolerancji na zasolenie, preferujacych niskie jego poziomy,
natomiast Faibacter i Fodinibius za organizmy wymagajgce do swojego rozwoju obecnosci
znacznych stezen soli.

Uczestniczytam réwniez w badaniach kierowanych przez dr Elzbiete Lalke-Porczyk, ktérych celem
byto okreslenie udziatu mikroorganizmdéw glebowych i ryzosferowych w procesie oczyszczania
Sciekdéw bytowo — gospodarczych w oczyszczalni wierzbowej.

Oczyszczalnie hydrobotaniczne w zabudowie jednorodzinnej stanowig obiecujacg alternatywe dla
typowych miejskich oczyszczalni mechaniczno-biologicznych zaréwno w kwestii ekonomicznej,
jak i w aspekcie oddziatywania na srodowisko. W tych badaniach wykorzystano m.in. pomiar
aktywnosci enzymdéw hydrolitycznych wydzielanych do $rodowiska przez mikroorganizmy jako
narzedzia umozlwiajgcego ocene skutecznosci rozktadu materii organicznej dostarczanej do
Srodowiska glebowego jako tadunek zanieczyszczen w $ciekach.

e W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w miare przeptywu S$ciekdw przez filtr
korzeniowy, wraz ze wzrostem odlegtosci od Zrédta zanieczyszczen, aktywnos¢ enzymatyczna
mikroorganizméw ryzosferowych oraz mikroorganizméw w glebie odlegtej od systemu
korzeniowego wierzby energetycznej ulegata stopniowej i znaczacej redukcji. Aktywnos$¢ ta
zalezata bezposrednio od zawartosci substancji organicznej w $ciekach i byta stymulowana
obecnoscig systemu korzeniowego. Wpyniki naszych badan potwierdzity, ze dobrze
zaprojektowane i zbudowane oczyszczalnie hydrobotaniczne mogg stuzy¢ jako wydajne systemy
oczyszczania sciekow.

Uczestniczytam tez w opracowywaniu wynikdw badan prowadzonych przez zespét kierowany
przez dra hab. Macieja Walczaka, prof. UMK, dotyczacych wptywu pochodnych PHMG
wbudowanych do biodegradowalnych polimeréw na przezywalnosé i aktywnos$¢ enzymatyczng
mikroorganizmoéw .

Polilaktyd (PLA), polihydroksymaslan (PHB) oraz plikaprolaktan (PCL) to tworzywa produkowane z
odnawialnych surowcéw naturalnych, stosunkowo tatwo ulegajace rozktadowi powodowanemu
przez mikroorganizmy, co ma duze znaczenie w dobie wyczerpywania sie paliw kopalnych i
narastajgcych probleméw ze sktadowaniem zuzytych tworzyw sztucznych. Przyktadem
zastosowan biodegradowalnych kompozytéw, o ktérych mowa moze by¢ produkcja opakowan
chronigcych zywnos$é oraz materiatdw medycznych jednorazowego uzytku. Ze wzgledu jednak na
ryzyko kolonizacji takich materiatéw przez mikroorganizmy zdolne do tworzenia biofilmoéw, wsréd
ktorych mogg by¢ organizmy potencjalnie patogenne, ich zastosowanie jest czesto niemozliwe.
Dlatego celowo wprowadza sie do nich zwigzki o charakterze biocyddéw, takich jak pochodne
hydrochlorku polimetylenu guanidyny (PHMG), ktérych zadaniem jest eliminacja drobnoustrojow
na powierzchni materiatu.

® Przeprowadzone badania wykazaty, ze pochodne PHMG w réznym stopniu, uzaleznionym od
stezenia i rodzaju substancji czynnej, hamowaty powstawanie biofilméw przez potencjalne
patogeny takie jak Escherichia coli oraz przez Staphylococcus aureus wptywaty na aktywnos¢
produkowanych przez nie enzymdéw (hydrolaz i dehydrogenaz). Najsilniejszym inhibitorem
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formowania sie biofilméw bakteryjnych byta pochodna PHMG i granulowanego wosku
polietylenowego. Natomiast pochodna PHMG i stearynianu oraz soli kwasu sulfanilowego
wbudowane w PLA i PHB nie wykazywaty wtasciwosci bakteriobdjczych.

e \Wszystkie pochodne PHMG hamowaty kietkowanie patogendéw grzybowych takich jak
Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum oraz Candida albicans. Co wiecej, pochodna PHMG i
granulowanego 1% wosku polietylenowego w stosunku do C. albicans wykazywata efekt
biobdjczy.

Bratam rowniez udziat w badaniach kierowanych przez dra hab. Macieja Walczaka, prof. UMK
dotyczacych wystepowania bakterii w wodach gtebinowych na obszarze Nizu Polskiego, a takze w
badaniu bezpieczeristwa mikrobiologicznego wdd mineralnych przechowywanych w warunkach
domowych w pojemnikach wykonanych z tworzyw sztucznych typu politereftalan etylenu (PET)
pod kierownictwem dr hab. Aleksandry Burkowskaiej-But. Celem badan byto okreslenie
mozliwosci wystepowania mikroorganizméw w wodach utworédw mezozoicznych wybranych
miejscowosci uzdrowiskowych pétnocnej i srodkowej Polski, a takze analiza zmian w liczebnosci
bakterii oraz wykrywanie powstawania biofilmu w wodzie gtebinowej z ujeé¢ publicznych, w
zaleznosci od czasu i sposobu jej przechowywania w warunkach domowych.

e 7 przeprowadzonych badan wnika, ze w wodach ujmowanych z osaddéw jurajskich i triasowych
wystepowaty bakterie zréznicowane pod wzgledem typu metabolizmu, zaréwno heterotrofy, jak i
chemolitoautotrofy, organizmy beztlenowe i tlenowe, przy czym wsrdd izolatow bakteryjnych
dominowaty bakterie nalezace do rodzaju Bacillus oraz Micrococcus.

e Badania wykazaty, ze liczebnos¢ bakterii heterotroficznych w wodzie z uje¢ podziemnych
wzrastata wraz z uptywem czasu, szczegdlnie w wodzie przechowywanej w temperaturze
pokojowej. Nieodpowiednie warunki przechowywania powodowaty, ze woda spetniajgca
pierwotnie kryteria mikrobiologiczne dla wdd przeznaczonych do spozycia, moze stanowic
zagrozenia dla zdrowia konsumentéw. Wielokrotne wykorzystanie tego samego pojemnika
prowadzi do rozwoju biofilmu na jego powierzchni, a to powoduje, ze woda z uje¢ gtebinowych
czesto juz bezposrednio po pobraniu nie spetnia wymagan stawianych wodzie przeznaczonej do
spozycia.

Mozliwos¢ poznania struktury i funkcji mikroorganizméw w wodach gtebinowych siarczkowych
wystepujacych w uzdrowiskach na potudniu Polski sktonity mnie réwniez do wziecia udziatu w
badaniach prowadzonych przez dra hab. Arkadiusza Krawca, prof. UMK oraz przez dr Edyte Deje —
Sikore.

e Przeprowadzone badania umozliwity wnioskowanie na temat roli mikroorganizméw w
ksztattowaniu chemizmu wdd siarczkowych, co moze by¢ kluczowe dla zachowania ich
leczniczego potencjatu. Stosunek bakterii redukujgcych zwigzki siarki (SRB) do bakterii
utleniajgcych zwigzki siarki (SOB) rdznit sie pomiedzy probami z poszczegdlnych ujec. W prébkach
z najgtebiej zalegajgcych warstw wodonosnych moze mie¢ miejsce intensywna produkcja siarki
elementarnej oraz siarkowodoru z powodu dominacji bakterii SRB i matej proporcji SOB. W
probce wody z najptytszego ujecia mozna oczekiwa¢ wydajnego wytwarzania siarczandw,
poniewaz SOB zdominowaty nad SRB.

o Wody siarczkowe Buska i Solca-Zdroju uznano za bezpieczne pod wzgledem mikrobiologicznym,
a ich lecznicze zastosowanie za nie zwigzane z ryzykiem zdrowotnym.
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Podczas pracy naukowej prowadzitam nie tylko badania podstawowe, ale takie staratam sie
znalezé zastosowania aplikacyjne dla swoich badan.

W latach 2012-2013 (6 miesiecy) realizowatam projekt ,Opracowanie metody pakowania
Swiezych warzyw” w ramach projektu ,Staz Sukcesem Naukowca”, ktéry obywatam w
przedsiebiorstwie produkcyjnym Marwit Sp. z o0.0. Projekt byt finansowany ze srodkéw Unii
Europejskiej w ramach programu operacyjnego Kapitat Ludzki, Wsparcie Wspdtpracy Sfery Nauki i
Przedsiebiorstw.

e Dzieki przeprowadzonym badaniom mikrobiologicznym wykazatam, ktére pomieszczenia
zaktadu nalezy monitorowaé w celu poprawy jakosci warunkédw produkcji i w jaki sposdb
poprawi¢ trwatos¢ gotowego produktu poprzez wprowadzenie odpowiednich procedur
przygotowywania surowca, warunkéw jego pakowania (doboru parametrow gazéw obojetnych)
oraz rodzaju opakowan. Odbyty staz naukowy zaowocowat pdziniejszg dwuletnig wspdtpraca
polegajacg na przygotowywaniu na zlecenie firmy ekspertyz dotyczgcych mikrobiologicznej
jakosci surowcéw oraz gotowych produktéw spozywczych.

W 2013 r. uczestniczytam w badaniach w ramach projektu pt. "Opracowanie biotechnologiczne i
wdrozenie do produkcji inokulantu mikrobiologicznego stuzgcego do otrzymywania pasz wysokiej
jakosci". Projekt ten byt finansowany z funduszy Unii Europejskiej w ramach programu Kapitat
Ludzki, Wzmocnienie Regionalnego Potencjatu Badan i Rozwoju Technologii. Badania prowadzone
byty we wspodtpracy z firmg Polmass S.A. w Bydgoszczy.

e Przeprowadzone badania umozliwity pozyskanie z réznych srodowisk naturalnych szczepdéw
bakterii z rodzaju Lactobacillus plantarum, ktére wykorzystywane sg do produkcji
fermentowanych pasz. Badania pozwolity zoptymalizowa¢ warunki wzrostu badanych szczepéw
oraz przygotowac bioinokulant o pozgdanych cechach uzytkowych.

Oprécz prac zwigzanych z poznaniem potencjalnych mozliwosci zastosowania w przemysle
enzymoéw pochodzenia mikrobiologicznego takich jak lipazy czy proteazy, prowadzitam réwniez
badania nad enzymami chitynolitycznymi. Enzymy te cieszg sie duzym zainteresowaniem ze
wzgledu na to, ze stanowig alternatywe dla stosowania pestycydéw na polu walki z patogenami
grzybowymi roslin. Wraz z zespotem kierowanym przez dr hab. Marie Swiontek Brzezinska
zajmowatam sie charakterystykg enzymow produkowanych przez szczep promieniowca
wyizolowanego z ryzosfery pszenicy Streptomyces luridiscabiei U5.

e Przeprowadzone badania wykazaty, ze izolat Streptomyces luridiscabiei U5 charakteryzowat sie
zdolnoscig rozktadu chityny stanowigcej budulec tkanek grzybéw patogennych, takich jak
Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, F. solani, Botrytis cinerea, F. culmorum i Penicillium
verrucosum. QOczyszczony enzym o masie 45 kDa i aktywnosci P-N-acetyloheksaminidazy
wykazywat optimum aktywnosci w temperaturze 35-40°C i pH 7-8. Jego aktywnos¢ stymulowaty
jony wapnia, magnezu i miedzi, natomiast do silnych inhibitoréw nalezaty m.in. jony otowiu.
Wykazano ponadto, ze ptyn pohodowlany tego promieniowca silniej hamowat rozwdj grzybni
patogendw niz sam enzym oczyszczony, co wskazuje na synergistyczny efekt dziatania zaréwno
enzymu, jak i innych substancji ograniczajgcych rozwdj szkodnikdw grzybowych, np. substancji
antybiotycznych.
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W grudniu 2019 r. zostatam zaproszona do wspodtpracy przez prof. dr hab. Katarzyne Hrynkiewicz
w ramach wytaniajacych sie na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu pdl badawczych.
Gtéwnym celem pola badawczego ,Nauki o glebie, mikrobiologia, genetyka w rolnictwie i jakos¢
pozywienia” jest poznanie ztozonych zaleznos$ci zachodzacych pomiedzy sSrodowiskiem
glebowym, mikroorganizmami i roslinami, ktére odpowiadajg za produkcje i jakos¢ pozywienia, a
takze szeroko pojeta wspotpraca miedzynarodowa oraz ksztatcenie miodej kadry otwartej na
prace w instytucjach naukowych oraz w sektorze prywatnym. W ramach tego projektu
realizowane bedg przeze mnie trzy projekty:

e QOcena potencjatu enzymatycznego halo- i termotolerancyjnej chitynazy pozyskanej z
Bacillus paralicheniformis TS6 (solanka termalna) pod katem wykorzystania w ochronie
roslin uprawnych szklarniowych przed patogenami grzybowymi (w trakcie realizacji)

e Ocena potencjatu enzymatycznego alkalohalotoleranyjnej lipazy pozyskanej z Bacillus
luteus H11 (gleba technogeniczna) pod katem bioremediacji stonych gleb skazonych
substancjami ropopochodnymi (w trakcie realizacji)

e Badania nad wptywem srodkéw ochrony roslin (pochodzenia naturalnego oraz
syntetycznych) na bioréznorodnosé mikroorganizméw glebowych (bakterie, archeony,
grzyby plesniowe) oraz na obecnos$¢ i ekspresje w komodrkach mikroorganizméw
glebowych genéw zwigzanych z obiegiem azotu (rozpoczecie realizacji projektu maj
2020).

Wazniejsze szkolenia/kursy doksztatcajgce

e 26-27 czerwca 2001, Politechnika Gdanska, Kurs Technika PCR i jej zastosowania.

e 01.10.2014 - 31.01.2015 (1 semestr), Wydziat Matematyki i Informatyki, UMK. Kurs
doksztatcajgcy w zakresie nowoczesnych metod nauczania. Statystyka dla przyrodnikéw i
humanistéw w ramach projektu Wzrost (Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w
Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych).

e 2018/2019, Wydziat Nauki Ekonomicznych i Zarzadzania, UMK. Szkolenia w ramach projektu
Program Operacyjny Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020 finansowanego przez Unie
Europejska
e Statystyka i eksploracja danych (1semestr)

e Techniki i narzedzia wizualizacji duzych zbioréw danych (1 semestr)
o  Wspdtczesne techniki wyszukiwania, przetwarzania i zarzadzania informacjg (1 semestr)

Nagrody i wyrdznienia otrzymane za dziatalnos¢ naukowa

e Nagroda Rektora UMK II'w dziedzinie badan naukowych: 2002

o Wyrdznienie J.M Rektora UMK w dziedzinie badarn naukowych: 2004

o Zespotowe Wyrdznienie Rektora Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu za osiggniecia
uzyskane w dziedzinie naukowo-badawczej w roku 2012

o Zespotowe Wyrdznienie Rektora Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu za osiggniecia
uzyskane w dziedzinie naukowo-badawczej w roku 2013
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e Stypendium Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za wysoko punktowang

publikacje naukowg w roku akademickim 2018/2019.
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