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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR INZ. WIKTORII WILMS
PT. INTRODUCTION TO BIOAUGMENTATION WITH MICROORGANISMS CAPABLE OF
DEGRADING HERBICIDES AND HERBICIDAL IONIC LIQUIDS AS A FACTOR
CONDUCIVE TO HERBICIDE RESISTANCE SPREAD

Obecnie, w zwigzku ze stale rosngcym globalnym zapotrzebowaniem na zywnosé, ochrona
plonéw, w celu minimalizacji strat zwigzanych m.in. z rozwojem chwastow c¢czy inwazjami
szkodnikow i fitopatogenow jest zadaniem kluczowym. Niepozadane rosliny, konkurujac z roslinami
uprawnymi o takie zasoby jak skladniki odzywcze, wodg, swiatlo sloneczne czy optymalng niszg
ekologiczng przyczyniajg si¢ do zmniejszenia ilosci plonu, a takze jego jakosci. Historycznie jednym
z najskuteczniejszych sposobow chwastow z upraw bylo stosowanie pestycydow zaliczanych do
grupy herbicydow. Zwiazki te, pomimo korzysci ptynacych z ich stosowania wcigz pozostaja
substancjami potencjalnie toksycznymi dla roslin, ludzi, a takze mikroorganizméw glebowych
bedacych jednym z najwazniejszych czynnikéw warunkujacych zyznos¢ gleby. Ich czeste i
intensywne stosowanie przyczynia si¢ rowniez do nabywania przez rosliny odpornosci na te zwigzki.
Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ stosowanie preparatéw o krotkim czasie zalegania w glebie
i zredukowanej mobilnosci, ktéra uniemozliwia lub wydhuza ich migracj¢ np. do wod gruntowych.
- Przykladowo, glifosat (kwas 2-(fosfonometyloamino)octowy) - najczesciej stosowany pestycyd na

swiecie

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska

ul. Jagielloriska 28, 40-032 Katowice

tel.: 32 20 09 592, 32 20 09 461, e-mail: ibbios.wnp@us.edu.p!

www.us.edu.pl/instytut/ibbios "r



V UNIWERSYTET SLASKI

W KATOWICACH

do niedawna uwazany byl za bezpieczny w uzyciu, jednak badania prowadzone w ostatnich latach
zakwestionowaly to twierdzenie.

Od 2011 roku strategie walki z chwastami zyskaly nowe narzedzie tj. herbicydowe ciecze
jonowe (HILs, ang. herbicidal ionic liquids). Zwiazki te zawierajg w swojej strukturze aniony
herbicydowe, odpowiedzialne za eliminacj¢ niepozadanych roslin oraz kationy o whasciwosciach
powierzchniowo-czynnych. Co istotne, odpowiedni dobor kationu mial w teorii pozwala¢ na
manipulowanie wlasciwosciami takiego preparatu zgodnie z aktualnymi potrzebami aplikacyjnymi.
Taka modyfikacja konwencjonalnie stosowanych herbicydéw miala umozliwiaé wykorzystanie
potencjalu chwastobdjczego tych zwiazkéw niejako na nowo, a bardzo istotnym aspektem jest brak
koniecznosci stosowania adjuwantow, co jest konieczne w przypadku preparatéow komercyjnych.
Projektowanie HILs o pozadanych wlasciwosciach umozliwia zmniejszenie dawki stosowanych
preparatow, potencjalnie moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia ich toksycznosci, np. poprzez
zmniejszenie ich mobilnosci w $rodowisku i co szczegdlnie istotne, moze skutkowaé wieksza
podatnoscia na degradacje mikrobiologiczna.

Majac na uwadze powyzsze informacje, temat pracy doktorskiej nalezy uznaé za bardzo
istotny i aktualny, szczegdlnie, ze kompleksowe $ledzenie losow srodowiskowych HILs, ich
integralnosci po wprowadzeniu do gleby, a takze aspekty zwigzane z biodegradacja tych zwiazkow
sa badane najczescie] na podstawowym, wymaganym prawem poziomie. W tego typu badaniach
diugotrwale 1 skomplikowane interakcje w ukiadzie HILs-roslina-mikrobiom gleby/rosliny sa
zazwyczaj pomijane.

W cz¢Sci przegladowej Doktorantka, mgr inz. Wiktoria Wilms, opisata cel i skale stosowania
pestycydow komercyjnych, wsréd ktorych herbicydy stanowia ponad 50% wszystkich stosowanych
srodkéw ochrony roélin. Przykladowo, Polska jest czwartym w Europie krajem pod wzgledem
zuzycia glifosatu — herbicydu o szerokim spektrum dziatania, co dodatkowo podkresla istotnosé
prowadzonych w ramach ocenianej pracy doktorskiej badan. Koniecznoéé¢ aplikacji i korzysci
ptynace ze stosowania herbicydow sg zestawione z zagrozeniami wynikajagcymi z ich masowego
uzycia, np. trudne do przewidzenia losy po wprowadzeniu do gleby, czy tez interakcje z innymi
zwigzkami wystepujacymi w glebie, wreszcie mozliwe rozwijanie si¢ odpornosci u roslin na tego

| typu zwiazki. Doktorantka zauwaza, ze zjawisko toksycznosci herbicydéw jest dodatkowo

komplikowane przez zastosowanie adjuwantéw, ktore majg za zadanie polepszenie wlasciwosci
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uzytkowe herbicydow, ale moga powodowaé rowniez wiele efektow ubocznych, ktére nie sa badane
w stopniu dostatecznym, poréwnywalnym do czystych postaci zwiazkéw aktywnych chwastobgjczo.
Jako alternatywe dla herbicydéw modyfikowanych adjuwantami podano herbicydowe ciecze jonowe.

W przypadku tych zwiazkéw aktywno$é herbicydowa przypada na anion, podczas gdy
zastosowany kation dobiera si¢ w celu osiagniecia pozadanych cech preparatu, np. odpowiednich
wlasciwosei zwilzajacych, czy osiagniecia stabilnosci w srodowisku po jego wprowadzeniu.
Najczesciej jako kation wykorzystuje si¢ zwiazki o wlasciwosciach powierzchniowo-czynnych, co
ma sprzyja¢ adhezji i penetracji preparatu herbicydowego do wnetrza roslin. Jako czg$¢ anionowa
proponuje si¢ pochodne fenoksykwasow, kwasu benzoesowego, sulfonomocznikéw, kwasu 2-
(fosfonometyloamino)octowego, a takze aniony pochodzenia naturalnego zwane bio-herbicidami.
Mozliwe do zastosowania kationy w celu uzyskania HILs o odpowiednich wilasciwosciach
przedstawiono na Rys. 7, a takze opisano w tekscie.

HILs, podobnie jak inne zwiazki wykorzystywane w rolnictwie sa rutynowo analizowane pod
katem ich wlasciwosci fizykochemicznych, skutecznosci, ale takze bezpieczenstwa stosowania i
okreélenia wplywu aplikacji na wybrane parametry $rodowiskowe. Inne, istotne z punktu widzenia
konsekwencji stosowania, parametry takie jak stabilno$¢, mobilnod¢, sorpcja, dostepnosc dla
mikroorganizmdw, a takze mechanizmy degradacyjne sa badane w zdecydowanie mniejszym, a przy
tvin dalece niezadawalajacym stopniu. Wiasnie te luke wykorzystala Doktorantka prowadzac
badania czesto pomijanych, a kluczowych parametrow. Prowadzone przez Doktorantke badania
dalece wybiegaja poza zakres stosowanego obecnie, rutynowego postgpowania w celu
charakterystyki nowych HILs i obejmujg m.in. oznaczenie mineralizacji i degradacji kationow i
anionow wchodzacych w skiad HILs, okreslenie szlakow rozkladu tych zwigzkow, a takze okreslenie
ich adsorpcji w glebie. Jako szczegolnie przydatng technike do usuwania HILs ze srodowiska
Doktorantka wskazala bioaugmentacje, czyli wprowadzenie do srodowiska o niskim potencjale
degradacyjnym wyselekcjonowanych szczepow lub ich spofecznosci w celu zwigkszenia tego
potencjatlu. Selekcja ta polega na wytypowaniu szczepéw zdolnych do degradacji zwigzkow
bedgcych obiektem zainteresowania, a wyizolowanych uprzednio ze srodowisk skazonych np.
metodg hodowli wzbogacajace;j.

Wiekszos¢ stosowanej metodyKi opisana jest w dokfadny i precyzyjny sposob. Momentami

jednak trzeba poswigci¢ wigcej czasu na poprawne rozszyfrowanie jakich HILs dana analiza dotyczy.
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Pomocna w tym momencie jest lektura artykutow naukowych, w ktérych opublikowano wyniki
uzyskane przez Doktorantke do tej pory. W czesci metodycznej wymieniono testowane herbicydowe
ciecze jonowe, sposob ich syntezy, a takze znakowania weglem '3C uktadu [C)2-BA*][MCPAJ/[C)2-
BA][MCPA*], (Ci2-BA kation benzalkoniowy z 12-weglowym lanficuchem alkilowym, MCPA, kwas
2-metylo-4-chlorofenoksyoctowy). Struktura uzyskanych zwigzkow zostala zweryfikowana przez
analize widm magnetycznego rezonansu jagdrowego. Poniewaz do badan przygotowano az 26 roznych
HILs, poszczegélne analizy opisywane w pracy przeprowadzano dla wybranych zestawow tych
herbicydow. W toku badan przeprowadzano nastgpujace oznaczenia/izolacje:
¢ Biodostgpnos¢ wybranych HILs w glebie;
e Adsorpcj¢ wybranych HILs w glebie;
e [zolacj¢ szczepow bakterii zdolnych do degradacji wybranych herbicydéw [kwas 2-
(fosfonometyloamino)octowy (glifosat), kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), kwas 3,6-
dichlorofenoksybenzoesowy (dikamba), kwas 2-metylo-4-chlorofenoksyoctowy (MCPA)] z

gleby pozakorzeniowej, ryzosfery, powierzchni roélin, a takze wnetrza tkanek roslinnych.

W tym miejscu chcialem zapyta¢ o przyczyng prowadzenia hodowli wzbogacajacej
mikroorganizmoéw ryzosferowych, epifitycznych oraz endofitycznych w pozywce 50% TSB bez
czynnika selekcyinego w postaci herbicydu? Kolejne pytanie dotvezy izolacii epifitoéw. Czy sposob
postepowania, w ktérym rosliny cigte sg na kawalki, a nastgpnie zanurzane i ptukanie w wodzie nie

umozliwia uwalniania bakterii endofitycznych z wnetrza uszkodzonych cigciem tkanek?
e Mineralizacj¢ wybranych HILs bazujacych na anionach glifosatu i 2,4D

W doswiadczeniach tych wykorzystano bioaugmentacje, do ktérej wykorzystano szczepy
bakterii pozyskane z hodowli wzbogacajacych. Czy konieczne bylo namnazanie bakterii w 100%
podiozu TSB? Czy podjeto proby wykorzystania rozcienczonego podtoza np. 50 lub 10%? Czy w tak
bogatym podtozu dodany herbicyd byl dostepny dla namnazanych bakterii? Czy wedtug Doktorantki
zasadne jest wykonanie w takich oznaczeniach dodatkowej kontroli zawierajgcej martwg biomase

bakterii réwnowazna 2 mL zawiesiny zywych komorek? Czy oszacowano liczbe bakterii
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wprowadzanych do gleby w czasie inokulacji? Czym podyktowana byla stala, relatywnie niska
temperatura, w ktorej prowadzono eksperyment tj. 20°C?

W kolejnych doswiadczeniach badano:

e Mineralizacj¢ znakowanych "*C [C2-BA*][MCPA)/[Ci2-BA][MCPA*] oraz [C:2-
BA*][Br] w hodowlach ptynnych z wykorzystaniem mikroorganizmow wchodzacych
w sklad osadu czynnego;

e Mineralizacje znakowanych "C [Ci>-BA*][MCPAY/[C)2-BA][MCPA*] oraz [C)2-
BA*][Br] w glebie, ktéra w przeszlosci miata kontakt z herbicydami;

e Wbudowywanie C w strukture fosfolipidowych kwaséw tluszczowych
mikroorganizmoéw  wykorzystanych w  doswiadczeniach  biodegradacyjnych

prowadzonych w wodzie i glebie.

Istotnym etapem tego doswiadczenia bylo okreslenie ilosci kationow 1 anionéw w glebie, a

takze okreslenie metabolitéw powstatych w procesie degradacji zastosowanych HILs.

o Eksperymenty biodegradacyjne w glebie z wykorzystaniem mikroorganizmoéow
wyizolowanych z gleby majacej w przeszlosci kontakt z herbicydami w tym:
e Biodegradacje QTS (czwartorzegdowych soli tropanowych) z MCPA oraz
dikamba;
e Biodegradacje HILs bazujacych na glifosacie;
e Biodegradacje¢ HILs bazujacych na 2,4-D.

Z opisu w sekcji 3.10.2. punkt ¢) trudno wywnioskowaé, co byto badane. Czes¢ opisu
sugeruje, ze moze to by¢ ekspresja wybranych genéw np. ,,Total bacterial RNA was quantitated...*,
natomiast zawarte sa rowniez informacje $wiadczace o tym, ze badano liczbe kopii wybranych genow
na podstawie wyizolowanego DNA. Poniewaz w opisie metodycznym nie przytoczono zastosowanej
techniki izolacji RNA podejrzewam, ze chodzilo o DNA, a badano liczbg kopii danego genu w
srodowisku. W przypadku badan metabiomu stosuje si¢ jednak kwantyfikacje absolutna.

Kwantyfikacje relatywng wykorzystujaca poréwnanie ekspresji badanego genu wzgledem gendw
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referencyjnych (np. 16S rRNA) stosuje si¢ dla ukiadow, w ktorych wystgpuje tylko jeden szczep, np.

bakterii. Bardzo prosz¢ o wyjasnienie tej kwestii.

Wszystkie opisane powyzej eksperymenty prowadzono z wykorzystaniem niezbednych
uktadéw kontrolnych, a oznaczenia wykonane z wykorzystaniem chromatografii gazowe;j i cieczowej
sprzgzonej ze spektrometrig mas zostaly wykonane prawidlowo z zastosowaniem odpowiednich
standardow, a takze z oznaczeniem odzysku stosowanych HILs w czasie ekstrakcji z gleby lub wody.
Podano rowniez wszystkie niezbedne parametry rozdzialéw chromatograficznych i analiz

ilosciowych i jakosciowych.

W kolejnych etapach badan oznaczano toksycznos¢ wybranych HILs wzgledem wybranych

mikroorganizmow i roslin. W tym celu wyznaczano nastepujgce wartosci:
e ECsp medialne stezenie skuteczne dla glifosatu i 2,4-D

W przypadku tego oznaczenia opis metodyki nie pozwala na stwierdzenie, czy wartos¢ te
wyznaczano jedynie na podstawie roznic lub ich braku w wartosci gestosci optycznej hodowli, czy

wyniki te potwierdzano poprzez posiew zawiesin na plytki z podlozem mikrobiologicznym.

e MIC (minimalne stezenie hamujgce)), MBC/MBF (minimalne stezenie
bakteriobojcze/grzybobojcze) dla wybranych HILs, tj. QTS z dikamba i MCPA oraz
[Bet][2,4-D], [Ci2Bet][2,4-D] i [CAPBet][2,4-D];

o  Wplyw wybranych HILs tj. QTS z dikambg i MCPA oraz [Bet][2,4-D], [C/2Bet][2,4-
D] i [CAPBet][2,4-D] na kietkowanie kukurydzy, chabra blawatka oraz jeczmienia

Zwyczajnego.

W pracy przeprowadzono rowniez analizg struktury zespotow bakterii na podstawie sekwencji
fragmentu genu 16S rRNA. Analizy te wykonano dla eksperymentow bioaugmentacyjnych z
wykorzystaniem:

e HILs bazujacych na glifosacie;
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e HILs bazujacych na 2,4-D (eksperyment polowy).

Czg$¢ metodyczng konczy opis doswiadczenia szklarniowego i polowego, w ktorym
zastosowano HILs zawierajace glifosat w postaci anionu i modyfikowane kationy cholinowe
[Chol]{Glyph] oraz [Ci2Chol][Glyph]. W doswiadczeniu tym jako rodling zastosowano rzepak,
dodatkowo przeprowadzono bioaugmentacje gleby szczepami wykazujacymi zdolnoséé do degradacji
glifosatu (szczepy wykorzystane wczesnie) w doswiadczeniu mineralizacyjnym). Metoda
sekwencjonowania oznaczono przynaleznos¢ taksonomiczng bakterii wchodzacych w  skiad
inokulum do poszczegdlnych rodzin. Ro$liny uzyskane w ramach realizacji eksperymentu poddano
nastgpujgcym analizom:

e (znaczenie biomasy;
o Oznaczenie pozostatosci stosowanych herbicydéw w tkankach;
e Oznaczenic markeréw stresu oksydacyjnego (peroksydacji lipidéw, wybranych

reaktywnych form tlenu) w tkankach.

W doswiadczeniu polowym zastosowano kolejny zestaw HILs bazujacych na 2,4-D [Bet][2,4-
D], [Ci2Bet][2.4-D] oraz [CAPBet][2,4-D]. W doswiadczeniu tym wplyw stosowanych HILs

oceniano 4 tvgodnie po ich aphkacji.

Podsumowujgc taka ilos¢ ukladéw badawczych, wykonanych analiz i ich roznorodnosc i
zakres bez watpienia wybiega ponad zakres badan wykonywanych w ramach realizacji pojedyncze)
pracy doktorskiej. Z tego powodu samg metodyke trudno jest napisa¢ w sposob zwigzly, szczegdlnie,
ze poszczegoOlne HILs zostaly zastosowane w roznej liczbie bardzo zréznicowanych eksperymentow.
Fakt ten, a takze niespotykana ilo$¢ zaprezentowanych wynikow utrudnia nieco swobodne poruszanie
si¢ w tekscie rozprawy.

Uzyskane rezultaty zostaly opisane i przedyskutowane w kolejnym rozdziale wyniki i
dyskusja. Poruszanie si¢ w poszczegélnych rozdziatach z tej sekcji ulatwiaja schematy blokowe
umieszczone na poczatku kazdego podrozdziatlu tej sekcji. Niestety, kolejnos¢ prezentowanych
wynikéw nie pokrywa sie z kolejnoécia opisu metodycznego. Podejrzewam, ze zmiana kolejnosci

prezentowanych wynikéw wzgledem opis6w metodycznych miata na celu stworzenie sp6jne;j historii
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i kompleksowej analizy uzyskanych wynikow. Dodatkowo, imponujgca liczba i réznorodnos¢ analiz
wykonanych dla poszczegdlnych HILs nie ulatwiata tego zadania. Co istotne, poszczegdlne HILs
byly poddane réznym, czesto niepokrywajacym sig¢ analizom, dlatego stworzenie latwej w
interpretacji analizy wynikéw jest dodatkowo utrudnione. By¢é moze rozwigzaniem tej sytuacji
byloby zredukowanie danych zaprezentowanych w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej, np.
poprzez redukcje liczby opisywanych HILs i wykonanych dla nich do$wiadczen 1 analiz. Na pewno
nie spowodowaloby to obnizenia warto$ci merytorycznej pracy, a ulatwiloby czytelnikowi jej pelne
zrozumienie 1 swobodniejsze poruszanie si¢ wsérod ogromu uzyskanych wynikow.

Poniewaz zdecydowana wigkszos$¢ prezentowanych w niniejszej pracy wynikéw jest juz
opublikowana w renomowanych czasopismach naukowych, a wigc przeszia proces recenzji oraz
modyfikacji zgodnie z sugestiami recenzentéw moja rola ogranicza sig do ich podsumowania. Wyniki
zaprezentowano w postaci licznych tabel, wykreséw i schematéw, co niewatpliwie ufatwia ich
analize. Uzupeieniem tekstu zawartego w tym rozdziale sa materialy dodatkowe umieszczone na
dofaczonej do pracy plycie CD. Znajduja si¢ na niej widma, schematy oraz szczegolowe opisy
metodycznie uzupeiniajace opisy metodyczne z poprzedniego rozdzialu pracy. Prezentowane wyniki
sa od razu dyskutowane, a wysuwane wnioski sg poparte bardzo mocnymi dowodami w postaci
wynikow analiz. Co istotne, tekst tej czesci pracy charakteryzuje sie zwigzloscia i przystepnoscia.
Autorka podchodzi do uzyskanych rezultatéw w sposéb krvtyezny, prezentujgc duzy obicktywizm
podczas ich analizy. Nie prébuje wykaza¢ zalet stosowanych HILs, a rzetelnie analizuje uzyskane
informacje, ktore momentami sklaniajg Ja do kwestionowania skutecznosci testowanych zwigzkow.

Szczegdlnie ciekawe z punktu widzenia biologa sg rezultaty polegajgce na sledzeniu
metabolitow powstatych w procesie degradacji mikrobiologicznej 1 stwierdzenie, ze powstate
struktury moga wykazywac toksycznosé¢ wzgledem mikroorganizmow, przez co dalsze procesy
biodegradacyjne zostaja zahamowane. Udowodnienie, ze mikroorganizmy sa zdolne do
wbudowywania wegla '*C pochodzacego ze znakowanej cieczy jonowej w strukturg fosfolipidowych
kwasow tluszczowych jest analizg dalece wybiegajaca poza zakres badan degradacyjnych opisywany
w wigkszosci prac. Badania degradacyjne prowadzone w srodowisku wodnym i glebowym wykazaly,
ze HILs degradowane sa3 w odmienny sposob, zalezny od srodowiska, w ktérym odbywa sie
biodegradacja. Dodatkowo wykazano, ze czgsé¢ kationowa i anionowa herbicydowej cieczy jonowe;j

jest degradowana oddzielnie i w odmienny sposob. Niezwykle ciekawym wynikiem jest wykazanie,
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ze HILs po wprowadzeniu do gleby nie wystepuja w niej jako pary jonowe, a raczej jako mieszaniny
poszczegolnych jonow.

Nie jest zadaniem latwym lub nawet mozliwym do wykonania podsumowanie ogromu
uzyskanych wynikéw poprzez odniesienie si¢ do kazdego z nich, w ramach recenzji pracy
doktorskiej, jednak zastosowana metodyka badawcza, stosowanie licznych kontroli, wreszcie
skrupulanta analiza i przystepne przedstawienie wynikéw sprawiaja, ze recenzent nie ma watpliwosci
odnosnie ich bardzo wysokiej naukowej wartosci. Jak wspomniano wartos¢ ta zostala takze
potwierdzona poprzez publikacje artykuléw naukowych, w ktérych mgr inz. Wiktoria Wilms
wymieniona zostata jako pierwszy lub kolejny autor.

Koncowymi rozdzialami zasadnicze] czgsci pracy jest podsumowanie wraz z
zaproponowanymi wnioskami, a takze sugestie dalszych kierunkéw badan. Autorka pracy
zauwaza, ze zaproponowane podejscie badawcze, a takze wykonane analizy wypelniaja luke w
badaniach nad HILs. Z tym niewatpliwie nalezy si¢ zgodzi¢. Rozlegly wiedz¢ na temat HILs mgr inz.
Wiktoria Wilms udowodnila przygotowujac artykul przegladowy Herbicidal ionic liquids: a
promising future for old herbicides? Review on synthesis, toxicity, biodegradation, and efficacy
studies, w ktérym jest pierwszym autorem. Co wigcej, kompleksowy przeglad literatury pozwolit na
zaproponowanie tematu badawczego zwiazanego z biodegradacja i losami srodowiskowymi HILs,
ktory jest oryginalny. nowy i gwarantuje zainteresowanie srodowiska naukowego. W pracy badano
m.in. mozliwos$é zastosowania jako komponentow kationowych pochodnych tropanowych, ktorych
czwartorzedowe sole wykazujg wiasciwosci powierzchniowo-czynne. Kationy te wykorzystano w
polaczeniu z lotnymi anionami wykazujacymi wiasciwosci herbicydowe takimi jak: MCPA i
dikamba. Takie podejscie miato w zalozeniu wyeliminowac¢ koniecznos¢ stosowania adjuwantéw. W
rzeczywistoéci wykazano, ze takie polaczenie zmniejsza podatnos¢ czesci anionowej na degradacjg
mikrobiologiczna, najpewniej poprzez zwigkszenie toksycznosci wzglgdem mikroorganizméw. W
przypadku HILs nietoksyczne aniony w potaczeniu z kationami o wiasciwosciach powierzchniowo-
czynnych powoduja powstanie ukladéw o zwigkszonej toksycznosci wzgledem mikroorganizméw.
Wyniki opisane w niniejszej pracy nakazuja zatem zachowanie wigkszej ostroznosci w projektowaniu
i aplikacji HILs, a na pewno jednoznacznie wskazuja na potrzebe prowadzenia kompleksowych
badan $rodowiskowych polegajacych na $ledzeniu loséw wprowadzanych ukladow. Najdobitniej

koniecznosé ta zostata udowodniona w badaniach wykorzystujacych znakowanie cieczy jonowych
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weglem '°C. Autorka podkresla, ze w czasie publikowania pracy Quantifying the mineralization of
3C-labeled cations and anions reveals differences in microbial biodegradation of herbicidal ionic
liquids between water and soil bylo to pierwsze doniesienie z tematyki HILs, w ktorym wykorzystano
t¢ technik¢. Wyniki badan wykazaly, ze poszczegolne skladowe HILs ulegaja degradacji z rozng
efektywnoscia w zaleznosci od srodowiska (wodne lub glebowe), a takze kwestionujg integralnosé
stosowanych HILs w $rodowisku. Wykazano, ze kationy o wiasciwosciach powierzchniowo-
czynnych byty degradowane efektywniej w érodowisku wodnym, podczas gdy herbicydowe aniony
w Srodowisku glebowym. Istotnym dowodem potwierdzajgcym mikrobiologiczna degradacje byto
okreslenie zwigzkow powstajacych w procesie degradacyjnym, a takZze potwierdzenie
wbudowywania wegla '*C pochodzgcego ze znakowanej HIL w strukture fosfolipidowych kwasow
thuszczowych mikroorganizméw. Kolejnym istotnym wynikiem byto podwazenie integralnosci HILs
w srodowisku, co oznaczono poprzez badanie sorpcji poszczegélnych komponentéw HILs oraz
oznaczenie toksycznosci wzgledem roslin i mikroorganizméw. Wykazano, ze kationy i aniony
wchodzace w sklad HILs wystepuja w srodowisku samodzielnie, a kation nie wplywal na mobilnosé
anionu, co jest zaprzeczeniem jednej z glownych korzysci wymienianych w literaturze przy okazji
omawiania zalet HILs. Co wigcej, hydrofobowe kationy powodowaly zwigkszong toksycznosé¢ HILs.
Uzyskane wyniki wskazuja, Zze przynajmniej wybrane do eksperymentow HILs, po wprowadzeniu do
srodowiska sa tylko roztworem kationow i aniondw, ktore dzialaja niezaleznie od siebie. Jest to
istotny dowod kwestionujacy ideg towarzyszacg HlLs jako projektowalnym zwigzkom i wskazujacy
na koniecznos$¢ prowadzenia szerszych badan przed wprowadzeniem HILs na rynek preparatow
komercyjnych.

Przechodzac do wniosku koncowego nalezy podkresli¢, ze cel prowadzonych badan zostat
osiagnigty, a hipotezy badawcze zostaly zweryfikowane doswiadczalnie. Dobor metodyki badawczej,
sposob analizy i przedstawienia wynikow, a takze ich dyskusji niewatpliwie $wiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki. Na podkreslenie zastuguja rowniez wysokie wartosci wspolczynnika /mpact
Factor czasopism, w ktorych opublikowano pracg przegladowa oraz wyniki uzyskane do tej pory

(cztery prace o sumarycznym /F = 25.9).
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Reasumujgc, po zapoznaniu sig z otrzymanymi materiatami jestem przekonany, ze przedstawiona
do recenzji praca doktorska mgr inz. Wiktorii Wilms spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pozn. zm.).
Zglaszam zatem formalny wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne, Wydzialu
Technologii Chemicznej, Politechniki Poznanskiej o dopuszezenie mgr inz. Wiktorii Wilms do

dalszych etapéw post¢powania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i

przyrodniczych i dyscyplinie nauki chemiczne. 2 - 7

IH] 2

Majac na uwadze bardzo szeroki zakres prowadzonych badan, wysoka jakos¢ uzyskanych

wynikéw oraz fakt, ze w duzej czesci zostaly juz opublikowane w renomowanych czasopismach

naukowych wnioskuje réwniez o wyrdznienie przedstawionej do recenzji pracy.
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