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Recenzja pracy doktorskiej

Introduction to bioangmentation with microorganisms capable of degrading herbicides and
herbicidal ionic liguids as a factor conductive to herbicide resistance spread

wykonanej przez Panig mgr. inz. Wiktorie Malgorzat¢ Wilms
pod kierunkiem Prof. dr hab. Lukasza Chrzanowskiego

Wydzial Technologit Chemicznej
Politechnika Poznanska

Recenzowana praca porusza wazne dla srodowiska problemy tj. rozkladu
herbicydéw 1 herbicydowych cieczy jonowych wykorzystujac mikroorganizmy, ktore
maja wysoka zdolnoscia do przetworzenia zanieczyszczen w skazonym srodowisku.
W procesie bioaugmentacji wykorzystywane mikroorganizmy powinny byc¢
nieszkodliwe dla czlowieka i samego srodowiska. W szczegolnodci jednak niniejsza
rozprawa opisuje wyniki badan wlhasciwosci biologicznych herbicydowych cieczy
jonowych, ktére sa alternatywna forma herbicydéw i1 nie wymagaja stosowania

adiuwantow.

Praca zostala wykonana pod opieka znakomitego specjalisty, Pana Prof. dr hab.
¥.ukasza Chrzanowskiego, ktoty od lat zajmuje si¢ problemami degradacji zwiazkow
szkodliwych dla §rodowiska, §ledzeniem i badaniem mechanizméw procesow
degradacji. Taka opieka i praca w laboratorium odpowiednio wyposazonym jest
gwarancja wysokiej jakosci badan, rzetelnosci analiz opartych na najnowszej wiedzy,
z wykorzystaniem odpowiednich metod badawczych.

Strona | 1



OGOLNA OCENA ROZPRAWY

Praca napisana jest w jezyku angielskim, w formie monografii. Oparta jest na 4
publikacjach, w ktoérych Pani Wilms jest pierwszym autorem (2), drugim autorem (1)
ijednym z autorow (1). Kolejna praca, gdzie Doktorantka jest pierwszym autorem
jest w recenzji w Chemosphere. Publikacje te sa wynikiem badaf w ramach grantu
OPUS NCN, kt6rym kierowal Pan Prof. dr hab. Lukasz Chrzanowski, a Pani Wilms
byla wykonawcy ze statusem doktoranta. Nie mam watpliwosci, ze Doktorantka ma
w tych badaniach wiodaca role. Wszystkie publikacje sa na liscie JRC 1 maja wysoki
wspolczynnik oddzialywania (zzpact factor, IF) pomiedzy 3,5 a 9,2. Sumarycznie IF
dla tych prac wynosi 25,906 (nie liczac pracy w recenz;ji).

Monografia liczy 155 stron, napisana jest poprawnym jezykiem, wzbogaconym o
liczne rysunki i tabele. Otwieraja ja podzigkowania, informacja o prawie do
przedruku tresci umieszczonych w dwéch publikacjach i finasowaniu badan, po czym
znajduje sie spis tresci. Cze$¢ wstepna i cele zajmuja pierwsze 26 stron, za$ opis
materiatéw i metod to kolejne 40 stron. Wyniki 1 ich dyskusja zawarta jest na 56
stronach, posumowanie i rekomendacje na przysztos¢ to kolejne 7 stron. Po
bibliografii liczacej 253 pozycje, licie skrétow, spisie rysunkow i tabel, zamieszczono
informacje o aktywnosci naukowej Doktorantki.

Cresé wstgpna jest do$¢ zwiezta i skupia si¢ na opisie produktéw ochrony roslin,
herbicydowych cieczy jonowych i badaniach §rodowiskowych tych cieczy.
Powszechnie uwaza sig, ze herbicydowe ciecze jonowe to alternatywa dla herbicydow
stosowanych z adiuwantami, obnizajacymi napiecie powierzchniowe wody, dzieki
czemu herbicyd lepiej pokrywa opryskiwana powierzchnie, a substancja aktywna
preparatu chemicznego lepiej wnika do rosliny. Adiuwanty maja wiec korzystny efekt
przy stosowaniu herbicydéw, ale moga tez powodowac skutki uboczne. Z kolei
herbicydowe ciecze jonowe badane sa doé¢ intensywnie w kierunku nowych metod
syntezy i wlasciwosci fizykochemicznych, ale prace naukowe dotyczace wiasciwosci

biologicznych sg dos¢ ograniczone.

Rozdzial zatytulowany Cele pracy, de facto podaje trzy hipotezy badawcze tj. 1/
herbicydowe ciecze jonowe dzialaja jako mieszanina kationéw i anionéw, a ich
degradacja przypomina rozpad herbicydéow w procesie kationowych surfaktantow;
2/ obecno$¢ powierzchniowo-aktywnych kationéw w herbicydowych cieczach
jonowych powoduje wzrost toksycznosci 1 jest zwiazana z transmisja genow
odpornosciowych; 3/ bicaugmentacja z wybranymi bakteriami majacymi zdolnos¢
degradacji herbicydow powoduje zwigkszona efektywno$¢ procesu degradaci,
prowadzac do zaniku toksycznego wplywu kationéw. Hipotezy te weryfikowano w
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ramach projektu OPUS NCN 1 recenzowanej pracy, ktéra jest efektem koncowym
tych badad. Hipotezy sa jasno sformulowane, brakuje jednak wskazania celéw do
realizacji, cho¢ oczywistym jest, ze sa one powlgzane z postawionymi hipotezami.

Opis Metod i materiatéw jest bardzo szczegbdlowy 1 odzwierciedla zakres wykonanych
eksperymentéw. Synteza 1 badania przeprowadzono dla herbicydowych cieczy
jonowych opartych na anionie glifosatowym, kwasie 2,4-D, MCPA 1 dikambie
(podaje skroty stosowane w pracy, ich rozwiniecie jest na Lisie skrétow). Tropina
zostala zaproponowana jako tanie 1 zréwnowazone zroédlo kationu regulujacego
wzrost rodlin. Otrzymano zwiazki z wysoka wydajnoscia, a preparaty wykazywaly
wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec pospolitych bakterii glebowych

Psendomonas putida 1 Bacillus cereus.

Wyniki i dyskusja dotyczy wplywu herbicydowych cieczy jonowych na §rodowisko
oraz efektywnosci bioaugmentacji i wplywu na niezamierzone nabycie odpornosci
herbicydowej. Doktorantka pokazata, ze wprowadzenie do srodowiska surfaktantow
kationowych i anionéw herbicydowych, ktére tworza herbicydowe ciecze jonowe,
prowadzi do ich odrebnej i odmiennej degradacji. Duze hydrofobowe kationy o
wlasciwoéciach powierzchniowo-czynnych s3 toksyczne dla mikroorganizmow
glebowych, podobnie jak dla roslin. Pogarszaja one efektywnos¢ degradacji anionow
i powoduja wzrost toksycznosci mikrobiologicznej. Nie zaleca si¢ wiec stosowania
surfaktantéw kationowych w strukturze herbicydowych cieczy jonowych, poniewaz
jony dzialaja jako oddzielne ugrupowania. Jesli kation ma toksyczne wiasciwosci to
bedzie on mial wplyw na caly zwiazek powodujac rowniez wzrost jego toksycznosci.
Interesujacy problem badawczy, ktéry postawila sobie Doktorantka to sprawdzenie
czy jest mozliwe zwigkszenie hydrofobowoéci rozpuszczalnego, latwo
wyplukiwanego anionowego herbicydu, 2,4-D, taczac go z betaina. Byloby to wazne
z punktu widzenia losu $rodowiskowego herbicydow. Pokazano, ze adsorpcja w
glebie rolniczej byla odpowiednio na poziomie 87—95% dla hydrofobowego oraz 3%
dla hydrofilowego jonu. Adsorpcja anionéw [2,4-D| byla minimalna, co wskazuje na
brak statystycznego wplywu hydrofobowosci kationéw na sorpcje aniondow.
Potwierdzily to réwniez widma 'H—"H NOESY i obliczone energie interakcji miedzy
jonami. Badania toksyczno$ci, metabiomu ryzosfery 1 fitotoksycznosci potwierdzily
dominujaca rol¢ hydrofobowych powierzchniowo czynnych pochodnych betain.

Korzystny wplyw  bioaugmentacji 2z zastosowaniem mikroorganizmow
wyspecjalizowanych w degradacji glifosatu byt widoczny w przypadku zwigkszonej
efektywno$ci mineralizacji herbicydowych cieczy jonowych oraz w dzialaniu
ochronnym na stres oksydacyjny w roslinach. Doktorantka podkresla, ze parametry
kinetyczne biodegradacji pochodzace z eksperymentéw przeprowadzonych w
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srodowisku wodnym nie powinny by¢ wykorzystywane do szacowania szybkosci
biodegradacji w glebie. Testy laboratoryjne (rozszerzone o badania w szklarni)
przeprowadzono wykorzystujac znakowane kationy i aniony ([C'*-BAJ[MCPA]).
Doktorantka wykazala, ze bioaugmentacja zwickszyla aktywnosc genetyczna
zwiazang z degradacja wybranych herbicydéw, a warunki stresowe prawdopodobnie
moga sprzyja¢ niezamierzonemu transferowi genéw i nabywaniu odpornosci na

herbicydy.

Tym samym, Doktorantka pozytywnie zweryfikowala postawione na wstepie pracy
3 hipotezy i poglebita wiedze o losie 1 wplywie herbicydowych cieczy jonowych na
srodowisko.

PODSUMOWANIE

Praca zostala starannie zaplanowana i zrealizowana. Roéwniez opis wynikéw jest
przejrzysty i zasadniczo nie mam uwag. Formalnie nie sformulowano celéw pracy,
ale postawiono hipotezy badawcze. Niektére tabele (na str. 110 1 kolejnych) wydaja
si¢ by¢ zamieszczone do gory nogami, cho¢ po obréceniu pracy sa w pelni czytelne.

Podsumowujac, Doktorantka pokazala, ze kationy i aniony w herbicydowych
cieczach jonowych zachowuja si¢ jak oddzielne ugrupowania. Pokazala, ze
nietoksyczny anion w parze z powierzchniowo-aktywnym kationem tworza zwiazek,
ktory jest znaczaco bardziej toksyczny dla mikroorganizméw, a wyzsza toksycznosc
mikrobiologiczna oznacza nizsza efektywno$¢ biogeneracji. Pokazala, ze
wyeliminowanie adiuwantéow i zastosowanie kationéw pochodzenia naturalnego
niekoniecznie prowadzi do zwiazkéw przyjaznych srodowiskowo. Wykorzystujac
metode znakowania izotopowego pokazala, ze kationy i aniony ulegaja degradacji w
odmienny sposéb. Wskazata, ze dla wiarygodnej oceny degradacji herbicydowych
cieczy jonowych wazny jest odpowiedni wybor mikroorganizméw 1 srodowiska dla
prowadzonych testéw. Co wigcej, Doktorantka sugeruje potrzebe lepszej definicji
herbicydowych cieczy jonowych, gdyz wiele z wczesniej opisanych takich zwigzkow
nie bylo juz zwiazkami po ich wprowadzeniu do $rodowiska, a zamiast tego stawaly
si¢ niezalezna mieszaning jonow. Po lekturze pracy, wydaje si¢ wiec, ze herbicydowe
ciecze jonowe to niezbyt korzystna alternatywa dla herbicydéw. .. taki wniosek nie
zostal jednoznacznie sformulowany, poprosz¢ o komentarz co powstrzymalo

Doktorantke przed postawieniem tak jednoznacznej konkluzji.

Przedstawiona rozprawa Pani mgr. inz. Wiktorii Malgorzaty Wilms spelnia
wymagania stawiane pracom doktorskim. Jej pionierskie badania wykazaly, ze
herbicydowe ciecze jonowe maja okreslony i istotny wplyw na §rodowisko. Wyniki
opisane w pracy doktorskiej zostaly réwniez opublikowane w bardzo dobrych
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czasopismach o zasicgu miedzynarodowym, wypelniajac luke w obecnym stanie
wiedzy o herbicydowych cieczach jonowych. Doktorantka brata udzial w licznych
konferencjach naukowych aktywnie prezentujac wyniki. Nie mam watpliwosci, ze
zarbwno praca doktorska jak i dorobek naukowy Jej Autorki zastuguje na

wyrdznienie.

Podsumowujac, uwazam, ze zlozona rozprawa doktorska spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim okreslone w Ustawie o stopniach nankowych i tytule
naukowym orazg o stopniach i tytule nankowym w akresie sxtnki 3 14 marca 2003 (D3 U.
2017 1. poz.1789 3 poin. Zmianami) w swiqzkn 3 art.179 ust.1 ustawy 3 dnia 3 lipca 2018 .
Preepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o sgkolnictwie wygszym i nance (DU 5 2018 r.
p0z.1669) i wnioskuje o dopuszczenie Pani Wiktorii Malgorzaty Wilms do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage zakres przeprowadzonych badan

ich pionierski charakter, w szczegolnosci wykazanie mechanizmu biologicznego
dzialania herbicydowych cieczy jonowych, kompleksowa i doglebna analiza,

opublikowane liczne prace. wnosze 0 wyrdznienie pracy.
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