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Mikroelementy to pierwiastki niezbedne w rozwoju roslin. Uczestniczg w procesie fotosyntezy,
przemianach zwigzkéw azotu i tworzeniu biatek, sg aktywatorami enzymdéw w reakcjach
biochemicznych, podnoszg odpornos¢ roslin na patogeny. Ich brak lub niedobdr wptywa negatywnie
na plonowanie i jako$¢ plonéw. Odgrywajg one réwniez istotng role w srodowisku glebowym,
wpltywajgc na rownowage jonowg. Niewystarczajgca ilos¢ mikroelementow moze oddziatywaé
niekorzystnie na wykorzystanie innych sktadnikow pokarmowych. Do grupy tych pierwiastkéw nalezy
zelazo (Fe). Jego obecnosé jest konieczna dla procesu fotosyntezy i oddychania, odpowiada on
takze m.in. za tworzenie sie chlorofilu w roslinach. Najbardziej typowym symptomem braku tego
pierwiastka w roslinie jest chloroza spowodowana rozpadem chlorofilu w roslinie, a najbardziej
podatne na jego niedobdor sg rosliny kwasolubne, rosngce w glebie o odczynie
obojetnym/alkalicznym z wysokg zawartoscig weglanéw oraz niewielkg zawartoscia materii
organicznej. Znaczenie zelaza w uprawie roslin jest niewatpliwe, niestety odpowiednie nawozenie
utrudnia fakt, iz ten mikroelement nie nalezy do fatwo przyswajalnych. Istnieje kilka sposobow, aby
spotegowac jego udziat w odzywieniu roslin. Jednym z nich jest zastosowanie komplekséw kwasu
N,N’-di(2-hydroksylobenzylo)-etylenodiamino-N, N*-dioctowego (HBED) z zelazem do stosowania
doglebowego. Autorka recenzowanej pracy doktorskiej wpisuje sie w wyzej przedstawiony nurt
badan naukowych. Mgr inz. Joanna Stegient-Nowicka zajmuje si¢ tematykg badawczg, istotng
zarowno pod katem poznawczym, jak i pozwalajgcg na praktyczne wykorzystanie rezultatow badan
do modyfikacji obecnie istniejgcych technologii wytwarzania chelatow Fe do stosowania
doglebowego. Praktyczny aspekt ocenianej pracy doktorskiej jest bardzo istotny.

Praca doktorska - o charakterze doktoratu wdrozeniowego - zostata wykonana w Zaktadzie
Chemii Koordynacyjnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod
kierunkiem prof. dr. hab. Romualdy Bregier-Jarzebowskiej, prof. UAM oraz dr inz. Magdaleny
Matyniak, opiekuna pracy z ramienia Przedsigbiorstwa Produkcyjno-Consultingowego ADOB Sp.
Z 0.0. Sp. Jawna.
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Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Stegient-Nowickiej liczy 207 stron, zilustrowana jest

84 rysunkami i 60 tabelami. Napisana jest w ukfadzie z podziatem na nastepujgce rozdziaty:
. spis stosowanych skrotow (2 strony);

. streszczenie / summary (5 stron);

. wstep i czes¢ teoretyczna (23 strony);

. cel pracy (2 strony);

. cze$¢ doswiadczalna (15 stron);

. wyniki i dyskusja wynikow (128 stron);

. podsumowanie i mozliwos¢ implementacji badan (10 stron).

Dysertacja konczy sie bibliografig (182 pozycje), spisem rysunkow i tabel, aneksem (20 stron) oraz
wykazem dorobku naukowego Kandydatki (2 publikacje naukowe, w tym jedna opublikowana
w czasopismie z listy JCR, 4 recenzowane publikacje w materiatach pokonferencyjnych o obiegu
krajowym oraz 21 doniesieh konferencyjnych (18 krajowych i 3 miedzynarodowe), co wskazuje,
ze wybrane zagadnienia/tezy rozprawy zostatly juz opublikowane. Pani mgr inz. Joanna Stegient-
Nowicka jest tez wspotautorkg jednego patentu i dwédch zgloszen patentowych (poswiadczenia
patentowe i publikacje zostaty zamieszczone na konhcu dysertacji).

Jak wspomniano, przediozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter doktoratu
wdrozeniowego, kitory powstat w Scistej wspotpracy z firmg PPC ADOB. Firma ta opatentowata
metode otrzymywania HBED w formie izomeru orto-, orto- (0,0-HBED) jako czynnika chelatujgcego
zelazo oraz sposob wytwarzania chelatu Fe(lll)-HBED. Zgtosita ponadto kolejny patent dotyczacy
odmiennej metody syntezy HBED, podczas ktoérej otrzymuje sie trzy izomery kwasu HBED:
0,0-HBED, orto-, para- (0,p-HBED) i para-, para- (p,p-HBED). O ile, budowa, wiasciwosci chemiczne
oraz mozliwosci wykorzystania kwasu 0,0-HBED do tworzenia chelatu zelaza do nawozenia roslin
zostaty szeroko opisane w literaturze, analogiczne informacje dla kwasow o,p-HBED i p,p-HBED nie
byly dostepne. Celem pracy doktorskiej byto przeprowadzenie syntezy izomeréw o,p-HBED
i p,p-HBED oraz zbadanie ich wtasciwosci pod kgtem zastosowania ich jako potencjalnych
czynnikéw chelatujgcych mikroelementy o znaczeniu agronomicznym.

Czes¢ doswiadczalng pracy Pani mgr inz. Joanna Stegient-Nowicka poprzedzita przeglagdem
literatury, w ktérym przedstawita znaczenie Zelaza w diecie, jego obecnos¢ w glebie, wptyw
warunkéw glebowych na dostepnos¢ zelaza oraz mechanizm przyswajania tego pierwiastka przez
rosliny. Nastepnie oméwita najwazniejsze zagadnienia zwigzane z czynnikami chelatujgcymi i ich
zastosowaniem w rolnictwie. Uwagi dotyczgce tego rozdziatu, jak i kolejnych czesci dysertacii,
przedstawie nieco pozniej.

Czes¢ doswiadczalna zawiera opis zastosowanej aparatury, odczynnikéw, metod
analitycznych oraz szczegotowe informacje na temat procedur badawczych wykorzystanych
w pracach eksperymentalnych. Opisy stosowanych procedur sg zawarte takze w rozdziale ,Wyniki
i dyskusja wynikéw” (np. na stronie 57 przedstawiona jest synteza izomeru 0,0-HBED bazujgca
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na reakcji Mannicha).Taki ukfad dysertacji poczatkowo moze nieco zaskakiwac¢, niemniej
po przeczytaniu catosci jest uzasadniony.

Rozdziat ,Wyniki i dyskusja wynikow” zostat podzielony na czternascie podrozdziatéw.
W pierwszym Autorka omdwita synteze kwasu N,N’-di(2-hydroksylobenzylo)-etylenodiamino-N,N*-
dioctowego opartg na reakcji Mannicha; w drugim skoncentrowata sie na prezentacji wynikow badan
dotyczgcych otrzymywania izomeréow o,p-HBED i p,p-HBED; w trzecim zaprezentowata wyniki
spektrofotometrycznego oznaczania czystosci izomeréw HBED. Kolejny rozdziat poswiecita
wynikom analizy elementarnej sktadu izomeréw HBED, nastepny rezultatom wyznaczania statych
protonowania izomerow HBED, =zarowno przy uzyciu metody potencjometrycznej, jak
i spektrofotometrycznej. W rozdziale széstym poréwnata wyznaczone wartosci statych Ki i Ko
uzyskane przy uzyciu metody miareczkowania potencjometrycznego i spektrofotometrycznego.
W nastepnym omdéwita wyniki badan wyznaczania wartosci statych trwatosci chelatow izomerow
HBED z wybranymi jonami metali o znaczeniu argonomicznym (cynk(Il), magnez(ll), mangan(ll),
miedz(ll), wapn(ll), zelazo(ll), zelazo(lll)). Rozdziat ésmy poswiecita wtasciwosciom chelatéw
wynikajgcym ze statych trwatosci, kolejny komputerowemu modelowaniu stabilnosci chelatéw
izomeréw HBED. Wyniki badan spektroskopowych chelatow miedzi(ll) i zelaza(lll) izomeréw HBED
zostaty opisane w rozdziale dziesigtym, struktury chelatéw izomeréw HBED z metalami w rozdziale
dziesigtym. Rezultaty badah oznaczania chelatéw zelaza(lll) izomeréw HBED z zastosowaniem
techniki HPLC oméwione zostaly w rozdziale dwunastym, a badanie stabilnosci chelatow Ca(ll),
Cu(ll), Mg(ll), Mn(ll), Fe(ll) i Fe(lll) z izomerami HBED w rozdziale trzynastym. W ostatnim w tej
czesci dysertacji rozdziale, Autorka =zaprezentowata wyniki doswiadczen biologicznych
przeprowadzonych z wykorzystaniem soi warzywnej (Glycine max (L.) Merrill), odmiana Obelix,
i roznych podtdz (doswiadczenia w glebie i w warunkach hydroponiki). Do doswiadczenh glebowym
wykorzystata dwa rodzaje gleb o wysokim pH, tj glebe z Hiszpanii (region Walencja) oraz glebe
z Polski (okolice Bronistaw — Wista). Doswiadczenia w uktadzie hydroponicznym prowadzita
utrzymujac korzenie soi w roztworze pozywki zawierajgcej rozne stezenia zelaza(lll) i prowadzac
eksperyment przez 23 dni. Uzyskane wyniki badah poréwnata z danymi otrzymanymi dla chelatow
Fe(lll) tworzonymi z izomerem 0,0-HBED oraz kwasem etylenodiaminotetraoctowym (EDTA)
i kwasem etylenodiamino-N,N'-di[orto-hydroksyfenylooctowym] (EDDHA).

Kazdy rozdziat tej czesci dysertacji kohczy sie krotkim podsumowaniem uzyskanych wynikow,
€0 znaczaco utatwia podazanie za tokiem rozumowania i pozwala na systematyczne porzadkowanie
danych. Nalezy podkresli¢ niezwykig starannos¢ Autorki w dokumentowaniu rezultatéw badan.
Zostaty one zobrazowane na rysunkach i przedstawione w tabelach, umieszczonych zaréwno w tej
czesci rozprawy doktorskiej, jak i w aneksie.

Zaprezentowane wyniki badan dowodzg, ze cel pracy doktorskiej zostat osiggniety. Synteza
kwasu N,N’-di(2-hydroksylobenzylo)-etylenodiamino-N,N-dioctowego oparta na reakcji Mannicha
prowadzi do uzyskania trzech izomerow tego zwigzku, przy czym dominujgcym izomerem jest
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izomer o,p-HBED. Zaproponowany, nowy sposéb syntezy izomeru o,p-HBED i p,p-HEBD pozwala
uzyska¢ je z wydajnoscig odpowiednio 51% i 55%, a czysto$¢ tych zwigzkéw ksztattuje sie
na poziomie 85,9% (o,p-HBED) i 93,4% (p,p-HEBD). Pani mgr inz. Joanna Stegient-Nowicka
wyznaczyta state protonowania izomeréw HBED i dowiodta, Zze majg one zdolnos¢ do tworzenia
chelatow z jonami Ca(ll), Cu(ll), Fe(ll) i Fe(lll), Mg(Il), Mn(ll) i Zn(ll) oraz okreslita ich state trwatosci.
Wykorzystujgc techniki spektroskopowe zaproponowata mozliwe sposoby koordynacji tworzgcych
sie chelatow w uktadach M(Il) / izomer HBED oraz M(lll) / izomer HBED. Udowodnita m.in.
ze w roztworach wodnych zawierajgcych duzg ilos¢ jonow Ca(ll) w zakresie pH od 2 do 13 najwyzszg
stabilnoscig charakteryzuje sie chelat F(lll)-0,0-HBED, najnizszg chelaty Fe(lll)-p,p-HBED
i Fe(l)-p,p-HBED w roztworach o pH 7-9. Potwierdzita takze, ze chelaty Mg(ll), Zn(ll) i Cu(ll)
Z izomerami HBED majg wyzszg stabilnos¢ niz komercyjnie dostepne z EDTA. Pani mgr inz. Joanna
Stegient-Nowicka wykazata ponadto, ze chelaty Fe(lll) z izomerami 0,0- i 0,p-HBED mogg by¢
Z powodzeniem stosowane w roztworach przeznaczonych do hydroponiki, natomiast chelat
Fe(ll1)-p,p-HBED nie jest zalecany z uwagi na niskg stabilnos¢. Badania stabilnosci chelatow Fe(lll)
w warunkach glebowych dowiodty m.in. najwyzszg stabilnos¢ chelatu F(l11)-0,0-HBED (80% - 85%),
podczas gdy izomer p,p-HBED wykazywat najnizsze powinowactwo do zelaza wystepujgcego w
naturalnych glebach. Jednoczes$nie izomer ten tworzyt stabilne chelaty z Cu(ll), Mn(ll) i Zn(Il). Pani
mgr inz. Joanna Stegient-Nowicka nie zauwazyta wptywu zastosowania réznych dawek zelaza na
wartos¢ wspotczynnika zazielenienia (SPAD indeks) lisci soi rosngcej na testowanych glebach,
natomiast zaobserwowata wptyw chelatu Fe(lll)-EDTA na rozwdj roslin. Autorka dysertacji wykazata
brak istotnych réznic w zawartosci chlorofilu podczas stosowania zréznicowanych dawek zelaza.
Pomiar wielkosci roslin wskazywat natomiast, ze wprowadzenie chelatu Fe(ll)-EDTA do gleb
alkalicznych skutkuje zahamowaniem wzrostu roslin. Analogiczny wynik Pani mgr inz. Joanna
Stegient-Nowicka odnotowata podczas eksperymentow prowadzonych z uzyciem gleby Wista
i chelatu Fe(lll)-0,0-EDDHA. Z kolei najwyzszy wzrost soi zaobserwowata podczas wprowadzania
chelatow Fe(lll)-0,0-HBED i Fe(lll)-o0,p-HBED do gleby Hiszpania oraz chelatu Fe(lll)-0,0-HBED
do gleby Wista. To potwierdzito, Ze do niwelowania niedoborow zelaza w glebach alkalicznych
najlepiej nadaje sie chelat Fe(lll)-0,0-HBED, podczas gdy wiasciwosci chelatu Fe(ll)-o0,p-HBED sg
poréwnywalne do komercyjnie dostepnego Fe(lll)-0,0-EDDHA. Ponadto, wykazata brak
skutecznosci dziatania chelatu Fe(lll)-p,p-HBED, ktéry dodatkowo moze zwiekszaé stezenie
manganu do poziomu uznawanego za fitotoksyczny. Udowodnita rowniez, ze nie nalezy stosowac
chelatu Fe(lll)-EDTA do gleb alkalicznych z wysokg zawartoscig weglanéw. Badania biologiczne
prowadzone w uktadzie hydroponicznym wykazaty, ze uzycie jako nawozu chelatu Fe(lll)-p,p-HBED
prowadzi do spadku zazielenienia lisci. Pani mgr inz. Joanna Stegient-Nowicka dowiodta ponadto,
ze najlepsze rezultaty w ukfadzie hydroponicznym osigga sie stosujgc chelat Fe(lll)-0,0-HBED,
natomiast zastosowanie Fe(lll)-o,p-HBED nie wptywa negatywnie na rozwdj roslin. Wyniki analizy
elementarnej potwierdzity, ze zawartos¢ C, H, N i S w badanych roslinach jest stabilna i niezalezna
od nawozenia chelatem zelaza(lll).
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Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Stegient-Nowickiej

zaliczam:

1) Zaproponowanie efektywnego sposobu syntezy izomeru o,p-HBED i p,p-HEBD;

2) Wyznaczenie wszystkich szesciu statych protonowania kazdego z izomeréw HBED
za pomocg metody potencjometrycznej i udowodnienie, Ze uzyskane wartoSci
w poréwnaniu z danymi wyznaczonymi przy uzyciu metody spektrofotometrycznej nie
réznig sie w sposoéb statystycznie istotny;

3) Wyznaczenie statych trwatosci chelatow jonéw Ca(ll), Cu(ll), Mg(ll), Mn(ll), Fe(ll) i Fe(lll)
i Zn(ll) z izomerami HBED, ktore majg mie¢ potencjalne znaczenie agronomiczne;

4) Wyznaczenie potencjatéw redoks dla uktadéw Fe(lll) /Fe(ll) z ligandami;

5) Wyznaczenie dla chelatbw ML izomeréow HBED warunkowych statych trwatosci
w zaleznosci od pH;

6) Przeprowadzenie komputerowych symulacji zachowania sie chelatow w roztworach
wodnych przy uzyciu odpowiedniego oprogramowania;

7) Catoksztatt badan biologicznych.

Uwagi, ktére nasunety mi sie podczas studiowania niniejszej rozprawy doktorskiej

sg nastepujgce:

Skréty zaprezentowane w wykazie nie sg podane w porzadku alfabetycznym, co utrudnia
Znalezienie poszukiwanego akronimu. Czesto tez nie ma podanej anglojezycznej nazwy.
Dlaczego Autorka zdecydowata sie na takg formute?

Streszczenie / Summary. Ta czes¢ rozprawy doktorskiej powinna by¢ zwartym
podsumowaniem uzyskanych wynikow. W rzeczywistosci obrazuje bardziej zakres
wykonanych prac niz prezentacje wynikéw/wnioskéw.

Tekst jest napisany tadnym, merytorycznie poprawnym jezykiem, cho¢ czasami zdarzajg sie
niepoprawne sformutowania, btedy stylistyczne czy btedy edytorskie. Jako przyktad podam
sformutowanie na stronie 10: zamiast ,...aby uzyskaC jak najlepsze rozdziaty dla
sygnatéw....”, powinno by¢ ,....aby uzyskac jak najlepsze rozdzielenie sygnatéw....”;
nie ,amorficzny wodorotlenek zelaz(lll)”, tylko ,amorficzny wodorotlenek zelaza(lll)”; czesto
stosowane sformutowanie (np. na stronie 46) ,....analizy......przeprowadzone byty na jednostce
HPLC...” zamiast ,..analizy......przeprowadzone zostaty przy uzyciu/pomocy/zastosowaniu
jednostki HPLC...”;; strona 70 ,wykwaszanie z uzyciem kwasu solnego”zamiast ,zakwaszanie
z uzyciem kwasu solnego”; sformutowanie na stronie 148 ,Glebe Hiszpania i Wista osiano
przez sito laboratoryjne...” nie jest zbyt fortunne.

W rozprawie doktorskiej Autorka czesto prezentuje najpierw skrét/akronim danego zwigzku,
pozniej w nawiasie petng jego nazwe. W mojej ocenie powinno by¢ odwrotnie.

W czesci teoretycznej brakuje rozdziatu poswieconego strukturze, wtasciwosciom
chemicznym oraz mozliwosciom wykorzystania kwasu 0,0-HBED do tworzenia chelatu zelaza
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stosowanego do nawozenia roslin, gdyz jest to uktad odniesienia dla izomeréw o,p-
i p,p-HBED. Prezentacja dostepnych danych literaturowych ufatwitaby interpretacje badan
dla pozostatych izomerdow.

. Strona 28. Wzor 11. Brakuje wyjasnienia symbolu .

. Strona 47. Rozdziat 4.3.4. Czy na pewno bylo to analiza elementarna C, H, H, S?

. Strona 50. Rysunek 10. Ksztalt zaprezentowanej krzywej zaleznosci powierzchni sygnatu
od stezenia jonow CI wskazuje, iz powstata na bazie tgczenia punktéw. Czy jest to prawidtowe
podejscie?

. Analiza widm *H i 3C NMR. Widma NMR zamieszczone w aneksie - zaréwno protonowe jak
i weglowe - potwierdzajg strukture opisywanych zwigzkow, niemniej ich interpretacja
(przyporzadkowanie sygnatdw do odpowiednich grup protonéw/atomow wegli, opis
ich multipletowosci, sposdb catkowania/integrowania sygnatéow) budzi pewne zastrzezenia.
Dziwi na przyktad dlaczego 9 protonom pochodzagcym z trzech grup metylowych
przyporzgdkowano podczas catkowania wartosé 1 (np. Rys. A7). Oczywiscie mozna tak zrobic,
ale zdecydowanie utrudnia to analize ilosciowg pozostatych sygnatéw na widmie. Sygnat
odpowiadajgcy protonom pochodzgcym z grup metylowych opisywany jest raz jako multiplet
(Rys. A7), raz jako singlet (Rys. A10). Dlaczego? Przyporzgdkowanie sygnatu przy
130.15 ppm atomowi wegla G tez nie jest zrozumiate, gdyz jego intensywnos$¢ jest zbyt wysoka
jak na jeden tzw. czwartorzedowy atom wegla (Rys. A8). Na Rysunku All brakuje
przyporzadkowania sygnatu atomowi wegla pochodzgcemu z grupy CH.. Rysunek Al6
przedstawia widmo *H NMR, natomiast Rys. A17 widmo *C NMR tego samego zwigzku.
Dlaczego sposob prezentacji tej struktury przez Autorke dysertacji nie jest konsekwentny
(o,p- na Rys. Al16 i p,0- na Rys. Al7)? Prosze wyjasni¢, dlaczego uznata Pani,
ze przyporzadkowanie tych samych symboli atomom wegla i protonom pochodzgcym z uktadu
orto i para jest wlasciwe (Rysunek A16 i A17). Integracja niepoprawnie ,sfazowanych”
sygnatéw (Rys. A20) nie moze by¢ wykorzystywana do analiz ilosciowych.

. Strona 117. Rysunek 44. Dlaczego wartosci pH prezentowane na rysunku w czesciach: A, B
i C roznig sie miedzy sobg?

. Strona 125. Czy wniosek ,....Stwierdzono, Ze zmnigjszenie iloSci acetonitrylu jako
rozpuszczalnika polarnego powoduje wydtuzenie czasu retencji [144].” na pewno jest
wiasciwy?

. Strona 143. Rysunek 56 i dalsze. Bytoby wiasciwe, aby Autorka stosowata te same kolory
oznaczen czynnikow chelatujgcych w catej pracy.

Pomimo powyzszych uwag wysoko oceniam przedstawiong do recenzji prace doktorska,
a wspomniane drobne uchybienia nie obnizajg jakosci przezentowanych wynikéw. Nalezy
podkresli¢, ze badania zostaty bardzo starannie zaplanowane i zrealizowane, za$ zastosowany
warsztat analityczny nie budzi zastrzezeh merytorycznych.
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G Uniwersytet ? Zwigzek
G Gdanski Uczelni
Fahrenheita

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny Stegient-Nowickiej w petni
odpowiada wymogom i warunkom okreslonym w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowym i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn.
Dz. U. z 2017 r., poz. 1789 z pdzn. zm.). Jak wspomniatam, przedstawione uwagi nie umniejszajg
warto$ci naukowej rozprawy doktorskiej. Praca charakteryzuje sie znaczgca warto$cig aplikacyjng
opracowanych w rozprawie doktorskiej rozwigzan i zawiera szereg elementéw nowosci naukowe;j.
Przedstawione wyniki badan swiadczg o umiejetnosci rozwigzywania przez Autorke problemow
metodologicznych i doswiadczalnych, a takze potwierdzaja, ze Pani mgr inz. Joanna Stegient-
Nowicka posiada wiedze i umiejetnosci wymagane do uzyskania stopnia naukowego doktora nauk
chemicznych. Wobec powyzszego wnioskuje o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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