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Podstawa formalna opinii

Opinia zostata sporzadzona dla Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Poznanskiej zgodnie z decyzjg podjeta na posiedzeniu w dniu 8 pazdziernika 2024 r.
Recenzja zostata przygotowana w oparciu o wymogi okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce oraz stanowisko recenzenta w sprawie
dopuszczenia mgrinz. Jana Homa do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia

doktora.

1. Opis ogoélny
Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Jana Homa zostata napisana
pod kierunkiem promotora prof. dr hab. inz. tukasza Chrzanowskiego, bedacego
pracownikiem Zaktadu Chemii Organicznej Instytutu Technologii i Inzynierii

Chemicznej Politechniki Poznanskiej oraz promotora prof. dr hab. Pawta Cyplika
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z Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnos$ci Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu.

Badania naukowe zaprezentowane w rozprawie doktorskiej mgr inz. Jana Homa
zostaty sfinansowane w ramach Grantu NCN: Opus 15 ,,Bioaugmentacja bakteriami
degradujacymi herbicydy jako potencjalny czynnik sprzyjajgcy rozprzestrzenianiu
odpornosci na herbicydy wsréd roslin” (Nr projektu 2018/29/B/NZ9/01136), ktoérego
kierownikiem byt prof. dr hab. inz. Lukasz Chrzanowski

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata w catosci napisana w jezyku
angielskim (poza streszczeniem w jezyku polskim). Struktura rozprawy ma uktad
typowy dla prac doktorskich przygotowanych na zasadzie monografii. Obejmuje
tacznie 136 stron tekstu, w sktad ktérego wchodza wykaz zrdédet finansowania,
streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, lista stosowanych w rozprawie
skrotow, wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki i dyskusja, podsumowanie,
literatura, podpisy rysunkéw, tabele oraz informacje o pozostatej aktywnosci
naukowej doktoranta.

Doktorant we wstepie pracy zaznajamia czytelnika z tematem Swoich
zainteresowan naukowych. Autor zwraca uwage na przewidywany wzrost liczby
ludnosci na Ziemi i powigzane z tym zwiekszenie zapotrzebowania na zywnosc.
W tym kontekscie szczegdlne znaczenie ma wydajne rolnictwo, ktére bedzie w stanie
wyzywi¢ ludzka populacje. Kluczowa role w hodowli roslin uprawnych odgrywa
stosowanie herbicydéw. Niestety zdecydowana wiekszo$s¢ wprowadzanych do
srodowiska substancji czynnych pozostaje w nim oddziatujgc na organizmy zywe.
Doktorant akcentuje takze informacje o toksycznym oddziatywaniu adiuwantow,
czyli substanciji, ktérych rolg jest poprawa skutecznosci chwastobodjczej herbicydow.
Nastepnie Doktorant podejmuje temat herbicydowych cieczy jonowych (ang.
herbicidal ionic liquids, HILs). Autor prezentuje najwazniejsze informacje zwigzane
z budowag HlLs oraz zaznajamia czytelnika z ich wtasciwosciami, determinowanymi

obecnoscig anionu o wtasciwosciach herbicydowych i organicznego kationu. Uwaza
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sie, ze HlLs mogg by¢ alternatywa dla obecnie stosowanych herbicydéw. Natomiast
biorgc pod uwage ztozonos¢ ich budowy, przed zgoda na ich powszechne uzycie
wymagane jest poszerzenie naszej wiedzy o ich wptywie na srodowisko naturalne,
ze szczegblnym uwzglednieniem mikrobiomu gleby.

Nalezy podkreslié, ze Wstep zawiera 7 rysunkdw utatwiajgcych zaznajomienie
z informacjami zwigzanymi z tematyka rozprawy doktorskie;j.

Kolejna czes$é rozprawy zostata poswiecona prezentacji celdow pracy. Doktorant
przedstawia cztery gtdwne zamierzenia badawcze dotyczgce oznaczenia aktywnosci
biologicznej HlLs, ich toksycznosci wobec badanych drobnoustrojéow, oddziatywaniu
cieczy jonowych na aktywnos¢ biodegradacyjng drobnoustrojéw glebowych oraz
okresleniu wptywu HILs na obecnos$é genéw w Srodowisku.

Stosowana przez Doktoranta metodyka do realizacji zamierzen badawczych nie
budzi zastrzezen. Uwazam, ze réznorodnos¢ uzytych metod i technik pozwala
uzyska¢ wiele danych niezbednych do prawidtowej oceny wynikéw badan
naukowych. Autor prezentuje metody syntezy badanych w pracy cieczy jonowych
i nastepnie charakteryzuje sposoby pracy z materiatem biologicznym. Podane sg
informacje o badanych bakteriach oraz metodach izolacji i identyfikacji szczepow
grzybowych zdolnych do biotransformacji jodosulfuronu metylosodowego. Pan mgr
Jan Homa opisuje nastepnie badania z uzyciem kukurydzy, chabra btawatka i HILs.
Autor wyjasnia takze metody oznaczania dziatania fitotoksycznego cieczy jonowych.
W kolejnych podrozdziatach Doktorant koncentruje sie na prezentacji metod badan
toksycznego wptywu HILs na wybrane szczepy bakterii i grzybow jakiich zdolnoscido
degradacji herbicydowych cieczy jonowych. Podsumowaniem tego dziatu rozprawy
doktorskiej jest opis badan materiatu genetycznego mikrobiomu poddanego
dziataniu HiLs.

Kolejne podrozdziaty wchodzgce w sktad rozdziatu Wyniki i Dyskusja
rozpoczynaja sie od schematéw badawczych zaznajamiajacych czytelnika

z kolejnoscig poszczegdélnych eksperymentéw wchodzacych w  sktad
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poszczegdlnych etapéw czesci wynikowej. W sumie Autor podzielit ten rozdziat na
9 fragmentow.

Doktorant tg czes¢ pracy rozpoczyna od charakterystyki stosowanych w pracy
herbicydowych cieczy jonowych i prezentuje je w formie graficzne;j.

Na podstawie otrzymanych wynikéw wykazano stymulujgce dziatanie badanych
HILs opartych o kwasy fenoksyoctowe wobec wzrostu siewek kukurydzy
w poréwnaniu do modelowej mieszaniny herbicydéw MCPA i MCPP. Z drugiej strony
badane HILs w wiekszosci wykazywaty bardziej toksyczne oddziatywanie na siewki
chabra oraz hodowle szklarniowe.

Poddajac analizie prébki gleby skazonej ISM i stosujgc technike identyfikacji
drobnoustrojéw opartg na analizie regionu ITS wykazano obecnosé¢ izolatow
grzybowych.

Kolejnym etapem pracy doktorskiej byta ocena toksycznosci herbicydowych
cieczy jonowych na wzrost wybranych drobnoustrojéw. Wykonano badania
toksycznosci ostrej cieczy jonowych opartych o ISM wobec modelowych gatunkéw
bakterii, Bacillus subtilis i Streptomyces halstedii. Sposréd badanych zwigzkéw
stwierdzono aktywnosé¢ przeciwdrobnoustrojowa dla [C1,Chol][ISM]. Natomiast dla
cieczy jonowych w ktorych sktad wchodza MCPA i MCPP wykazano, ze ich
oddziatywanie wobec bakterii Gram-dodatnich jest bardziej toksyczne w stosunku do
bakterii Gram-ujemnych. Analogiczna obserwacje dokonano dla badan z uzyciem
HILs zawierajacych dikambe i wybranych przedstawicieli bakterii glebowych.
Doktorant podsumowujgc tg czes¢ pracy zwroécit szczegblng uwage na budowe
kationéw wchodzacych w sktad HILs, dtugos¢ tancuchéw alkilowych i powigzane
z tym réznice w ich wtasciwosciach fizycznych.

Nastepnie Pan magister opisat zdolnos¢ badanych bakterii i grzybéw do
biodegradacji herbicydowych cieczy jonowych zaréwno w podtozu ptynnym jak
i glebie. Autor wykazat, ze B. subtilis i Hansschlegelia zhihuaiae S113 byty oporne na

dziatanie jodosulfuronu i HILs na bazie jodosulfuronu w stezeniu 100 mg/L oraz, ze
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jodosuforon ulegat czesciowej eliminacji w obecnosci drobnoustrojow.
Biodegradacje ISM Doktorant opisat takze dla wybranych grzybéw w trakcie
14-dniowej hodowli w podtozu ptynnym.

Rozwinieciem badan w hodowlach wgtebnych byta obserwacja biodegradaciji
i mineralizacji HILs w glebie. Stwierdzono, ze poziom mineralizacji HILs w sktadzie
ktérych wchodza pochodne fenoksykwaséw nie przekracza 20%, natomiast
biodegradacja aniondw przebiega bardziej intensywnie niz kationéw, u ktérych
szczegoblng role odgrywa dtugos¢ tancucha alkilowego. Dla cieczy jonowych
zawierajgcych ISM przygotowano 3-miesieczne doswiadczenie, w trakcie ktérego
monitorowano poziom CO, wydzielanego przez drobnoustroje glebowe z dodanym
szczepem B. subtilis 168 w srodowisku zanieczyszczonym ISM i HILs. Poréwnano
rezultaty dla uktadéw z naturalnym i biocaugmentowanym mikrobiomem.
Stwierdzono, ze dodanie B subtilis powoduje w poczatkowej fazie wzrost ilosci
wydzielanego CO, i podobne wyniki dla biodegradacji HILs. Poszerzeniem tego
tematu byto badanie wptywu HILs zawierajgcych ISM na sktad mikrobiomu gleby
i potencjalne jej modyfikacje w wyniku dodania B. subtilis. Zidentyfikowano 3 gtéwne
typy bakterii Actinobacteriota (Actinobacteria), Proteobacteria i Bacteroidota
(Bacteroidetes). Analiza réznorodnosci biologicznej potwierdzita negatywny wptyw
zanieczyszczen HILs na zmniejszenie réznorodnosci mikrobioty gleby, co wiecej
proces bioaugmentacji nie wywart statystycznie istotnych réznic na sktad
mikrobiomu.

Doktorant podjat sie takze analizy mikrobiomu chabra rosngcego w obecnosci
HILs. Sposréd badanych bakterii izolowanych z powierzchni i wnetrza korzeni roslin
dominowaty mikroorganizmy z typu Proteobacteria (ponad 90%). Interesujacy byta
obserwacja bardzo duzego wzrostu klasy Bacilli w wewnetrznej tkance korzenia
roslin opornych na HIlLs. Natomiast na powierzchniach peddéw roslin opornych na ISM

udziat Firmicutes wynosit do 61%, wobec 39% dla Proteobacteria. Analizujgc sktad
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endofitéw izolowanych z pedéw chabra rosngcych w obecnosci HILs stwierdzono,
dominacje Actinobacteria, zaréwno u roslin wrazliwych i opornych na herbicyd.

W ostatnim etapie czesci eksperymentalnej pracy doktorskiej Pan magister
koncentrowat sie nad analizg gendw kodujacych wybrane enzymy, ktérych
aktywnos¢ jest niezbedna do biodegradacji herbicyddw na bazie sulfonylomocznika.
Badano prébki gleby i tkanek roslin. Stosujgc metody biologii molekularnej
zaobserwowano wyrazng tendencje, ze geny te wystepujg czesciej w mikrobiomie
roslin traktowanych HILs w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.

Nastepnie Doktorant podsumowat otrzymane wyniki z wyraznym zaznaczeniem
wg Niego najwazniejszych wnioskow. Literatura, z ktdrej korzystat Autor obejmuje
244 pozycije.

Na zakonczenie rozprawy doktorskiej umieszczony jest opis aktywnosci naukowej
Doktoranta, ktory obejmuje wykaz 7 prac naukowych zwigzanych z tematem pracy
doktorskiej i opublikowanych w recenzowanych czasopismach z listy filadelfijskiej o
IF = 44,456. Natomiast na catkowity dorobek naukowy Doktoranta sktada sie 9

publikacji o sumarycznym IF= 56,856 oraz 11 doniesien konferencyjnych

2. Znaczenie i aktualnosc¢ zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej
Optacalnos¢ produkcji rolnej w duzej mierze zalezy od skutecznej ochrony roslin
uprawnych przed chwastami. W tym celu stosowane s3g herbicydy. Niestety ich
powszechnos¢ uzycia wywiera negatywne skutki na $rodowisko przyrodnicze.
Dlatego poszukuje sie alternatywnych sposobéw ochrony roslin uprawnych. Za jedna
z takich mozliwosci uwaza sie zastgpienie klasycznych herbicydéw przez
herbicydowe ciecze jonowe (HILs), czyli zwiazki bedace potaczeniem anionu
o wtasciwosciach herbicydowych i kationu organicznego. Przed masowym uzyciem
tych zwigzkéw wymagane jest nabycie wiedzy o ich mozliwym oddziatywaniu na
organizmy zywe. Szczegoblnie nalezy mie¢ na uwadze ich wptyw na bakterie i grzyby

mikroskopowe. Mikroorganizmy takie sg istotng czescig ekosystemoéw glebowych
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i w znaczacy sposob oddziatujg na zdrowie roslin. Tymczasem, informacje ktérymi
dysponujemy na temat wptywu herbicydowych cieczy jonowych na drobnoustroje
glebowe, wtym organizmy zyjace w symbiozie z rosSlinami i potencjalny wptyw bakterii
i grzybow na biodegradacje HILs sg niewystarczajgce.

Przeprowadzenie przez Doktoranta wielu rdéznorodnych doswiadczen
zakonczonych otrzymaniem interesujacych wynikéw na pewno w znaczgcy sposob
poszerzy wiedze naukowg z zakresu oddziatywania herbicydowych cieczy jonowych
na srodowisko i przystuzy sie odpowiedzi na pytanie o mozliwos¢ praktycznego

wykorzystania tych substancji w rolnictwie.

3. Najwazniejsze wyniki pracy doktorskiej
Do najwazniejszych osiggnie¢ zaprezentowanych w pracy doktorskiej Pana mgr. inz.
Jana Homa zaliczam:
- Wykazanie, ze chwasty oporne na klasyczne herbicydy sg takze oporne na HILs.
- Zaobserwowanie, ze struktura chemiczna kationéw cieczy jonowych, wtym dtugosc¢
tanicuchow alkilowych ma znaczacy wptyw na toksycznos¢ HILs w stosunku do
badanych przedstawicieli mikroorganizmow i roslin.
- Wykazanie, ze biodegradacji podlegajg gtownie aniony herbicydowe wchodzace
w sktad HILs.
- Stwierdzenie, ze dtugotrwata obecnos¢ herbicydowych cieczy jonowych
w Srodowisku glebowym negatywnie oddziatuje na réznorodnosé biologiczng

mikrobioty gleby.

4. Walory pracy
Podsumowujac, praca doktorska mgr inz. Jana Homa prezentuje wiele przydatnych
informacji odnosnie oddziatywan herbicydowych cieczy jonowych na mikrobiote
glebowag oraz rosliny. Kluczowe jest takze porownanie biologicznej aktywnosci HILS

w stosunku do klasycznych herbicydéw.
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Praca doktorska jest oparta o wyniki otrzymane z uzyciem wielu réznorodnych
metod badawczych. Duza czes¢ wynikéw zostata opublikowana w dobrze
punktowanych recenzowanych czasopismach z listy JCR. Zapoznanie sie
czytelnikowi z czescig eksperymentalng pracy znaczgco utatwia wstep graficzny
przygotowany przez Autora dla kazdego podrozdziatu. Otrzymane wyniki zostaty przez
doktoranta szczegétowo omowione i przedstawiono krytyczne wzgledem
otrzymanych wynikéw wnioski. Rozprawa doktorska zostata napisana prawidtowo

pod wzgledem redakcyjnym.

5. Uwagi
Po przeczytaniu otrzymanej rozprawy doktorskiej mam kilka uwag.
- Analize statystyczng w wiekszosci doswiadczen uzupetnitbym o testy post-hoc,
ktére umozliwiajg odpowiedzie¢ na pytanie, ktére z analizowanych grup réznig sie
miedzy soba.
- Omawiajgc zastosowane metody spektrometrii mas z uzyciem spektrometru
QTRAP 4000 mozna zaprezentowa¢ bardziej doktadnie (zabrakto podania par MRM
na podstawie ktérych zaprojektowano metody iloSciowe).
- punkt 4.6.2.4- warto takze wspomniec, ze wiele szczepow Aspergillus spp. jest
znanych z produkcji mykotoksyn
- obserwujgc wiekszg opornosc¢ P. putida niz B. cereus na toksyczny wptyw HILs
zawierajgcych MCPA/MCPP nalezy, tak jak zauwazyt Pan magister, bra¢ pod uwage
role jakg petnig sktadniki oston komérkowych bakterii w mechanizmach opornosci.
Dodatkowo, wiele szczepow bakterii, przedstawicieli z tych rodzajéw jest znanych z
produkcji zwigzkéw powierzchniowo czynnych (np. lipopeptydéw, ramnolipidéw).
Czy w zwigzku z tym Autor pracy zastanawiat sie jakie elementy oston komdrkowych
bakterii warto poddac¢ analizie pod katem badan opornosci drobnoustrojéw?
- W pracy zwracana jest uwaga na wptyw obecnosci tatwo dostepnego zrédta wegla

na procesy biotransformaciji kationdéw HILs (np. str. 74) oraz wytwarzanie enzymow
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zewnatrzkomoérkowych, Czy w zwigzku z tym brane jest pod uwage oznaczenie
w przysztosci aktywnosci enzymatycznej w glebie skazonej HILs?

- Praca obejmuje duzg réznorodnos$¢ tematdw. Jest to na pewno zaleta rozprawy
doktorskiej. Natomiast w niektérych jej fragmentach postaratbym sie doktadnigj
uzasadni¢c dlaczego w danej czesci pracy brano pod uwage tylko jeden model
badawczy, np. dlaczego fitotoksycznos$c cieczy jonowych opartych na bazie

jodosulfuronu metylowego badano tylko dla chabra?

6. Wniosek koricowy
Uwazam, Ze badania przeprowadzone przez mgr inz. Jana Homa przyczynity sie do
istotnego poszerzenia wiedzy dotyczgcej wtasciwosci biologicznych herbicydowych
cieczy jonowych iich oddziatywan na drobnoustroje glebowe oraz rosliny. Doktorant
zrealizowat zatozone cele. Na uwage zastuguje tez bardzo obszerny zakres badan.
Stwierdzam wiec jako recenzent, ze praca doktorska mgr inz. Jana Homa,
zatytutowana ” Environmental impact of ionic liquids with herbicidal activity” spetnia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i
Nauce. Wystepuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Poznariskiej z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz. Jana Homa do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki chemiczne.

Biorgc pod uwage warto$¢ merytoryczng prezentowanych wynikow badan, ich
interdyscyplinarny charakter oraz duzy naktad pracy Doktoranta zwigzany z

zastosowaniem licznych metod i narzedzi badawczych, wnioskuje o wyréznienie

rozprawy doktorskiej.

Z powazaniem,

Przemystaw Bernat
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