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Dr hab. inz. Witold Gladkowski, prof. UPWr Wroclaw, 19.12.2024
Katedra Chemii Zywnosci i Biokatalizy

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Recenzja
pracy doktorskiej mgr inz. Mateusza Marczewskiego pt. "Zastosowanie inhibitorow ureazy do
redukcji emisji amoniaku = nawozu RSM®" powstalej w ramach programu ,,Doktorat

Wdrozeniowy”.

Podstawa formalna opracowania recenzji byla uchwala nr 42/02/RDND10/2024-
2028.2024.TZZ podjeta przez Rade Naukowa Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej w dniu 16.10.2024 roku. Oceny dokonano zgodnie z art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. ..Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z pozn.

Zm.)

Znaczenie tematyki pracy

Przedlozona do recenzji praca doktorska miesci si¢ w nurcie chemii zwanym agrochemia,
dotyczy bowiem opracowania nowego inhibitora urcazy jako skladnika skoncentrowanego
plynnego nawozu o nazwie handlowej RSM®. Bezposrednia inspiracja do podjgcia badan byl
nalozony od 1 sierpnia 2021 roku w ustawie 0 nawozach i nawozeniu obowiazek stosowania
inhibitorow ureazy jako dodatkow do nawozéw zawierajacych mocznik. Zasadnicza wada
mocznika jako nawozu sa wysokie straty azotu zawartego w nawozie po jego zetknigeiu z gleba,
spowodowane jego szybka hydrolizg katalizowana przez enzymy z grupy ureaz, w wyniku ktorej
powstaje kwas weglowy oraz amoniak. Dodanie do nawozu inhibitora ureazy spowalnia
hydrolize mocznika, przez co dostgpnosé azotu dla ro§lin wzrasta z 6-8 tygodni do ok. 8-16
tygodni. Zwigksza to efektywnos¢ ekonomiczng stosowania nawozow mocznikowych 1 ma
korzystny wplyw na Srodowisko, ograniczajac emisj¢ amoniaku i jego negatywne oddzialywanie
na wzrost roslin. Badania majace na celu opracowanie nowego inhibitora ureazy wpisuja sig

zatem w szerszy kontekst ochrony $rodowiska i zréwnowazonego rozwoju gospodarki
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nawozowej. W tym $wietle temat pracy doktorskiej, realizowanej w ramach programu ,,Doktorat
Wdrozeniowy™ we wspolpracy miedzy Politechnika Wroclawska a Grupa Azotowa Zaklady

Azotowe Kedzierzyn S.A. uwazam za w pelni uzasadniony.

Ocena cz¢$ci formalnej

Recenzowana rozprawa ma form¢ monograficzng. Sklada si¢ ze 193 stron. zawiera 80
tabel i 96 rysunkow w formie wykresow, schematow i fotografii. Podzielona zostala na 6
glownych rozdzialow: 1) Wstep 2) Cel pracy 3) Wyniki i dyskusja 4) Badania inhibicji ureazy,
5) Podsumowanie oraz 6) Czgs¢ eksperymentalna. CaloS¢ poprzedzona jest streszezeniem w
jezyku polskim i angielskim i zakofczona spisem cytowanej literatury, cho¢ oba te fragmenty
nie zostaly ujete w spisie tresci monografii. Rozdzial ,,Badania inhibicji ureazy”™ nalezalo
wlaczy¢ do rozdzialu ,Wyniki i dyskusja”, gdyz stanowi jego integralna czes¢. W pracy
zacytowanych zostalo 129 pozycji literaturowych, w zdecydowanej wigkszosci anglojezycznych.
Praca napisana jest jezykiem gencralnie poprawnym, zawiera jednak wiele bledow
stylistycznych. nieprecyzyjnosci i tzw. literdwek™, co utrudnia jej lekturg. Niektore literowki
zmieniaja  tez znaczenie stosowanych poj¢¢ np. wyrazenie ,Chromatograf” zamiast
~Chromatogram™ w podpisach pod rysunkami 51 i 52 czy ,kolorymetr™ zamiast , kalorymetr™

przy opisie pomiaru temperatury topnienia otrzymanego inhibitora na stronie 121.

Ocena czegSci merytorycznej

Zagadnienia omowione w czgsci wstepnej Autor podzielil na kilka czgsci. W pierwszej
z nich omowiona zostala szczegélowo budowa. rola i mechanizm dzialania ureaz rdznego
pochodzenia. Autor wykazal si¢ duza wiedza w tym zakresie, choc¢ przydaloby si¢ wiecej
rysunkow ilustrujacych opisy trojwymiarowych struktur enzymow roznego pochodzenia.
Nalezaloby rowniez poda¢ Zrodia, z ktorych skorzystano zamieszezajae rysunki 11 2, ilustrujace
budowe przedstawionych na nich ureaz. Tytul podrozdzialu 1.6 ,,Proces hydrolizy mocznika™
jest mylacy, poniewaz tre$¢ tego fragmentu dotyczy budowy enzymu, a hydroliza mocznika

omowiona zostala w nastgpnym podrozdziale 1.7
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Druga cze$¢ wstgpu dotyczy przegladu znanych w literaturze naukowej zwiazkow
chemicznych jako inhibitorow ureaz. Jest to bardzo obszerne zestawienie, Autor przedstawia
omawiane polaczenia w tabelach wraz z podaniem parametrow okreslajacych ich aktywnos¢
takich jak ICsy czy Ki. jednak w charakterystyce poszczegolnych grup zwiazkow wkradl sig
chaos. Jako przyklady kwaséw humusowych Autor podaje zwiazki nalezace do grupy flawonoli
(katechin) bedace sktadnikami ekstraktow z zielonej herbaty. co opisuje cytowana publikacja nr
45. W zwiazku z tym mam pytanie czy faktycznie Autor znalazt w literaturze informacje o
inhibicji ureazy przez kwasy humusowe? Omawiajac kolejne grupy zwiazkéw Autor rozdzielil
flawonoidy od chalkonow, podczas gdy te ostatnie tez naleza do flawonoidéw. Ponadto w
podrozdziale .Inne zwigzki pochodzenia naturalnego™ umiescil Tabele 25 zatytulowana
.Flawonoidy pochodzenia naturalnego jako inhibitory ureazy”. Nie wiaZe si¢ ona z trescig
podrozdzialu, w ktorym oméwiono aktywno$¢ kwercetyny (omylkowo nazwang kwerecytyna)
oraz awikularyny, podczas gdy Tabela 25 zawiera moryng i kwas chloregenowy, zaliczany
nawiasem méwiac nie do flawonoidow, tylko kwasow fenolowych. Autor myli tez poszczegolne
grupy flawonoidow: kwercetyna oraz moryna nalezy bowiem do flawonoli (a nie flawanoli),
wiec we wzorze tej drugiej brakuje podwdjnego wiazania w pierécieniu C. Trudno tez pochodne
kumaryny opisane w Tabeli 26 uzna¢ za zwiazki naturalne. Brak jest komentarza dotyczacego
7wiazkow z tabeli 10, na pewno nie sg to ,dlugolancuchowe pochodne acylotiomocznika™, co
sugerowalby fragment tekstu tuz nad tabela. Z cala pewnoscig tez atenolol nie jest pochodna
tiomocznika. Generalnie, szkoda ze w pracy nie ma odnoénikow do poszczegélnych tabel i ze
nie zostalo podane wobec jakich ureaz testowane byly omawiane inhibitory.

W trzeciej czeSci wstepu omowione zostaly rozne aspekty zwiazane ze stosowaniem
nawozow w rolnictwie, fizjologiczne znaczenie azotu dla roslin, charakterystyka nawozow
azotowych oraz przytoczone zostaly akty prawne zwigzane ze stosowaniem nawozow
azotowych, w tym mocznika. Scharakteryzowano rowniez m.in. nawéz RSM32® bedacy
nawozem plynnym zawierajacym w swoim skladzie mocznik i azotan(V) amonu czyli saletrg.
Zawarto$¢ azotu w tym nawozie wynosi 32% przy czym 16% to azot pochodzacy z mocznika, a
po 8% stanowi azot amonowy oraz azotanowy. Ponadto z lektury tej cze$ci wstgpu dowiadujemy

sie, iz jednym ze sposobow ograniczenia emisji amoniaku z nawozow mocznikowych jest
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stosowanie jako inhibitorow ureazy zwiazkow z grupy fosforotriamidéw, przede wszystkim
triamidu kwasu N-(n-butylo)tiofosforowego (NBPT) i jego analogu z tancuchem propylowym
(NPPT). Na rynku znany jest juz preparat mocznika w formie granulowanej o nazwie PULREA
+ INu zawierajacy dodatek mieszaniny tych dwoch inhibitoréw ureazy (NBPT/NPPT). Z uwagi
na slaba rozpuszczalno$¢ tych zwiazkow w roztworach wodnych, problematyczne jest ich
komercyjne zastosowanie jako dodatkow do plynnego nawozu RSM32N®,

Autor za cel pracy przyjal zatem opracowanie nowego inhibitora ureazy, dobrze
rozpuszczalnego w wyzej wymienionym nawozie i spelniajacego wymogi ustawowe stawiane
inhibitorom ureaz, w szczegélnoéci utrzymywanie przez 14 dni aktywnosci inhibujacej na
poziomie 20% spadku szybkosci hydrolizy mocznika w stosunku do proby kontrolnej bez
dodatku inhibitora. Poza tym opracowany zwiazek nie powinien oddzialywaé niekorzystnie na
wzrost i rozwdj roslin, a jego produkcja powinna byé ekonomicznie oplacalna.

Realizacja celu pracy opisana zostala w kolejnych rozdzialach, lacznie z czescia
cksperymentalna. Oceng przydatnosci testowanych zwiazkow i formulacji jako inhibitoréw

=
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S\ <(\vwnos¢ badanego zwiazku jako

inhibitora ureazy skutkowala obnizong w stosunku do proby kontrolnej bez dodatku tego
zwigzku iloscia wydzielonego amoniaku. Wynik podano w ° o w stosunku do iloci amoniaku
wydzielonego w probie kontrolnej.

Skonstruowany zestaw pomiarowy przetestowano z uzyciem komercyjnie dostgpnego
inhibitora ureazy czyli NBPT, a nastgpnie przystapiono do wlasciwych badan. Ich pierwszy etap
polegal na ocenie aktywnosci szeregu zwiazkow o potwierdzonych w literaturze wlasciwosciach

hamowania ureazy lub stosowanych jako pestycvdy lub herbicydy. Byly to sole metali cigzkich
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(cynku i miedzi), inne sole nieorganiczne (fluorek sodu. nadmanganian potasu. tiosiarczan
amonu. siarczan sodu. chlorek wapnia. siarczan glinu, wodorofosforan i diwodorofosforan
potasu oraz niespodziewany w tej grupie kwas borowy) oraz szereg zwiazkow organicznych
(acetylenodikarboksylan dipotasu, hydrochinon, kwas acetohydroksamowy, B-merkaptoetanol.

tiomoeznik i szereg innych, w sumie 15 zwiazkow). QuEG_—G——

Z roéznych powodow testowane zwiazki okazaly sig nieodpowiednie do zastosowania
jako skladniki nawozu RSM32N®. W obecnoscei niektorych z nich w zastosowanych warunkach
obserwowano zwiekszone wydzielanie si¢ amoniaku. Inne wykazywaly inhibicj¢ enzymu
jedynie w poczatkowych dwoch dniach eksperymentu. Kolejna grupa wykazala niestabilnos¢
aktywnosci inhibujacej. ktora w czasie 8 dni prowadzenia eksperymentow podlegata duzym
wahaniom w zaleznosci od zastosowanego stezenia. Z kolei w przypadku mieszaniny
polifosforanu amonu i tiosiarczanu amonu inhibicja ureazy zachodzi jedynie przy duzych

stezeniach tych zwiazkow, co wyklucza ich oplacalnos¢ w produkeji przemysiowe], dil R

|

Do tej czesci badan mam nastgpujace pytania i uwagi:
1. Dlaczego zdaniem Autora pod wplywem wielu przebadanych zwiazkow nastepuje

wyrazny wzrost wydzielania amoniaku w poréwnaniu z proba kontrolng?

2. Dlaczego w ogole Autor testowal takie zwiazki jak benzochinon, guanylotiomocznik.,
ditiotreitol czy dazomet, skoro sam okreslil je jako szkodliwe dla srodowiska i bardzo
toksyczne dla organizmow zywych?

3 Skad wg Autora pochodzil kation sodowy, ktérego obecnos$¢ na chromatogramie HPLC

zaklocita pomiar stezenia jonow amonowych?
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4. W podrozdziale 6.3 Autor tytuluje tabele 59 i 60 jako krzywe kalibracyjne: chcialbym tez
zauwazy¢, ze bufor fosforanowy nie mogl sklada¢ si¢ tylko z diwodorofosforanu sodu. a
jon amonowy ma wzor NHy  a nie NHy.

5. Jakie bylo kryterium doboru stezen testowanych zwiazkow? Byly to rézne zakresy dla
roznych zwiazkow,

6. Przy charakterystyce urotropiny Autor wspomina o migdalanie metenaminy, jaki to ma
zwiazek z testowanym zwiazkiem?

7 Nie spotkalem si¢ wezesniej z umieszezaniem wynikow tabelarycznych w rozdziale
Czes8¢ eksperymentalna™ i omawianiem tylko wycinkow tych tabel w rozdziale ,,Wyniki

i dyskusja”. W znacznym stopniu utrudnia to ich interpretacje.

W kolejnej czgscei pracy Autor postanowil otrzymaé¢ w wyniku syntezy chemicznej inhibitor
ureazy, ktory spelnialby wymagania konieczne do zastosowania jako skladnik plynnego nawozu
azotowego. Wybor padl na zwiazki z grupy fosforoamidow, a wige ta, do ktdorej naleza
dotychczas stosowane komercyjnie inhibitory ureaz. Synteza obejmowala reakcje chlorku
fosforylu z odpowiednia aniling podstawiong przy pierScieniu aromatycznym atomem'atomami
chloru lub jodu (a w przypadku zwiazku b chloramina), a nastgpnie uzyskanie koncowego
fosforotriamidu w reakcji uzyskanego produktu posredniego z amoniakiem. W wyniku

dwuetapowej syntezy Autor otrzymal 7 zwiazkéw o bardzo réznym stopniu czystosci, od 66,9%

0 972% 7 wydajnoseia od 11.8% do 31.4%. ‘S

@ | ckiura tej czeSei pracy nasuwa nastgpujace pytania:

1. Czy uzyskane zwiazki o wysokiej czystosci (zwiazki ¢ i d) zostaly poddane analizie
spektroskopowej w zakresie NMR? Wspomniano, Ze oznaczono ich masy czasteczkowe
metoda  spektroskopii  masowej, ale oprocz jednego chromatogramu masowego z

mieszaniny reakcyjnej brak jest wynikow tych analiz.

I~

Nie widz¢ uzasadnienia zamieszczenia w  tekscie rozprawy malo czytelnych
chromatograméw HPLC dla surowych mieszanin reakcyjnych, o bardzo niskim stopniu

czZystosci.
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3. Jaka jest budowa i jak powstaje dimer fosforoamidu ¢, o ktorym wspomina Autor w
procedurze jego syntezy na str. 169?

4. Prosze o weryfikacje. czy na pewno prawidlowy jest wzor powstalego zwiazku f - jezeli
tak, to dlaczego w tym przypadku nie uzyskano fosforotriamidu?

Nie rozumiem. dlaczego Autor testowal zwiazek d o czystosci 82%, a nie ten sam o

5.
czystosci 97.2%? Z kolei zwiazek ¢ testowany byl trzykrotnie, za kazdym razem Autor
badal zwiazek o innym stopniu czystosci. W tabeli 78 znalazt si¢ zwiazek h o czystosci
51%, nie znalazlem jego wzoru ani nazwy w zadnym innym miejscu opracowania.

6. W tabeli 47 powielono wyniki dla stgzenia zwiazku ¢ 12mM z Tabeli 46. Ponadto w
Tabeli 47 wyniki dla zwiazku d nie zgadzaja si¢ z tymi zawartymi w Tabeli 74.

£ Autor niepotrzebnie duplikuje cze§¢ wynikow, podajac je w dwoch Tabelach (w czesci

wynikowej oraz eksperymentalnej).

Wg Recenzenta bardzo dyskusyjne jest testowanie na aktywnos¢ biologiczna zwiazkow o
niskiej czystosci. zwlaszcza, gdy nie jest dokladnie znany skiad tych zanieczyszczen. Zreszta
Autor sam przyznaje, ze wlasnie te zwigzki sposrod otrzymanych w trakcie syntezy. ktore mialy
najnizsza czystosc, zaéhowywa}y si¢ niestabilnie podczas prowadzonych testow.

Autor ubiega si¢ o stopien naukowy doktora nauk chemicznych, w zwiazku z tym
konieczna jest korekta opisu syntezy a zwlaszcza oczyszezania fosforoamidéw. Podrozdzial
4.7.1.2 .Proces oczyszczania fosforoamidéw™ jest w istocie napisanym malo zrozumialym
jezykiem opisem wydzielenia produktu z mieszaniny poreakcyjnej metoda ekstrakcji. Proszg o
skorygowanie tego opisu. najlepiej z wykorzystaniem schematu blokowego pokazujacego, w
ktorej fazie na kazdym etapie znajdowal sig oczyszczany produkt, a w ktorej zanieczyszczenia
oraz jakie dokladnie rozpuszczalniki zostaly zastosowane w tym procesie. Za wlasciwg metodg
oczyszezenia uznaé nalezy przeplukiwanie roztworu produktu gazowym amoniakiem w pluczce
Drechslera.Prosze o wyjasnienie, jaka jest idea tej metody i dlaczego procedura ta przyniosla
efekt tylko w dwoch przypadkach syntez? Znacznie lepszy opis syntezy znajduje sig w czgsci
eksperymentalnej w pkt 6.4, jednak stwierdzenie Autora, ze ,,stosunek molowy reagentow to 1
mol chlorku fosforylu na 4 mole wybranej aminy dla sumarycznej objgtosci reagentow

wynoszacej 100 ml acetonitrylu™ jest nie do obrony.
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Ostatecznie do dalszych badan Autor wybral wspomniany wczesniej fosforotriamid ¢, o
czystoscl 95%, temperaturze topnienia 200.4 °C i rozpuszczalnosci w wodzie na poziomie 8.3
g/l. W kolejnym etapie Autor poréwnal stabilno$é¢ uzyskanego zwiazku w odniesieniu do
stabilnosci komercyjnego inhibitora NBPT. Badanie poréwnawcze stabilnosci obu zwiazkow
zardowno w roztworze nawozu RSM32N®, jak i w roztworze tego nawozu z dodatkiem gleby
wykazaly. ze proponowany jako nowy inhibitor fosforoamid ¢ wykazuje wigksza stabilnosé, a
Jjego zawartos¢ po 8 dniach eksperymentu maleje odpowiednio o 1,2% i 10.4%, przy wartos$ciach
5.6% i 12,5% obserwowanych dla zwigqzku NBPT.

Ostatni etap badan w ramach recenzowanej pracy obejmowal okreélenie oddzialywania
inhibitora na ros$liny uprawne. Zbadana zostala sila wigoru nasion, rozwdj roslin w warunkach
kontrolowanych z zastosowaniem fitotronu, przeprowadzono réwniez badania polowe. Wyniki
wszystkich tych badan potwierdzily bezpieczenstwo stosowania otrzymanego zwigzku
wzgledem roslin uprawnych. W badaniach sily wigoru stwierdzono znaczacy wzrost dlugosci
kielkow i korzeni pietruszki, marchwi oraz rzodkiewki hodowanych w obecnosci inhibitora.
Podobnie w badaniach w komorze fitotronu zaobserwowano stymulujacy wplyw otrzymanego
inhibitora ureazy na rozwoj roélin, objawiajacy si¢ wzrostem suchej masy bulwy rzodkiewki,
korzenia marchwi i korzenia pietruszki w poréwnaniu z probami kontrolnymi. W badaniach
polowych przeprowadzonych bez okresu plonowania dla pszenicy jarej i kukurydzy badano
wigor wschodu, suchg mase siewek, wskazniki wegetacyjne a takze zawartos¢ chlorofilu i
parametry jego fluorescencji. W badaniach tych nie wykazano negatywnego wplywu inhibitora
na rozwoj rosliny. Szkoda, ze Autor nie zdefiniowal poszezegolnych parametréw w Tabelach
51-54 i 57-38. Nie zostalo tez podane, w jakich jednostkach oznaczono zawartos¢ chlorofilu.

W wyniku przeprowadzonych w ramach doktoratu wdrozeniowego badan Autor otrzymat
nowy inhibitor ureazy utrzymujacy pozadana aktywnos¢ przez 14 dni. o prawie dwukrotnie
wiekszej rozpuszczalno$ci w wodzie niz komercyjnie stosowany NBPT i bardzo dobrej
rozpuszezalnoei w roztworze nawozu RSM32N®. Dzialanie inhibitujace preparatu zostalo
potwierdzone dla wymaganego przez Ustawodawce poziomu inhibicji przy stezeniu 12 mM. Nie
wykazano réwniez negatywnego wplywu na rozwdj roslin uprawnych, a w niektorych

przypadkach stwierdzono wreez efekt stymulujacy. Za cenne osiagnigeie Doktoranta uwazam tez
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skonstruowanie ukladu pomiarowego pozwalajacego na okreslenie stopnia wydzielania
amoniaku z roztworu mocznika a tym samym ocene aktywnosci badanych zwiazkow jako
inhibitorow ureaz.

Doktorat wdrozeniowy, jak sama nazwa wskazuje, ma na celu wdrozenie do praktyki
przemyslowej opracowanego rozwiazania problemu naukowego. Szkoda, ze Autor nie podal
numeru i tytulu zgloszenia patentowego z 20 sierpnia 2024 rok dotyczacego ochrony prawnej
otrzymanego zwiazku. W zwiazku z ta informacja a takze wzmianka o wdrozZeniu zamieszczong
na str. 149 chcialbym si¢ zapyta¢, jak blisko (lub daleko) zdaniem Autora jesteSmy od pelnego
wdrozenia tego zwiazku do produkeji. Pod uwagg nalezy bowiem wziaé:

1. Toksycznoéé uzyskanego zwiazku wzgledem czlowieka — czy byly przeprowadzone

jakiekolwiek testy?

2. Dopuszczalny przez ustawodawce dodatek inhibitora do nawozu plynnego.

3. Oplacalnos¢ produkeji wielkotonazowej w kontekscie uzyskanej wydajno$ci syntezy
(niespelna 30%).

4. Zapotrzebowanic zakladu na opracowany inhibitor ureazy w skali np. rocznej - czy
Doktorant przeprowadzil syntezg w wigkszej skali?

5. Inne kwestie. ktore Doktorant uwaza za istotne w kontekscie planowanego wdroZenia.

Podsumowanie

Stwierdzam, Ze praca mgr inz. Mateusza Marczewskiego pt. ,Zastosowanie inhibitorow
ureazy do redukcji emisji amoniaku z nawozu RSM®" prezentuje ogolna wiedze¢ teoretyczng
kandydata w dyscyplinie nauki chemiczne oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Stanowi réwniez oryginalne rozwiazanie w zakresie zastosowania w przemysle
nawozow sztucznych wynikéw wlasnych badan nad otrzymywaniem inhibitoréw ureazy.
Pomimo zauwazonych podczas lektury pracy bledow i wszelkich uwag krytycznych spetnia ona
zatem podstawowe wymogi okreslone w art. 187 ustawy z 20 lipca 2018 r. ,Prawo o
szkolnictwie wyZszym i nauce™ (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z podZn. zm.) i moze by¢ podstawg do
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk chemicznych. W zwiazku z tym wnioskuje¢ do Rady

Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Wroclawskiej o przyjecie bedacej
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przedmiotem recenzji rozprawy doktorskiej 1 dopuszczenie pana mgr inz. Mateusza
Marczewskiego do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.
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