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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Izabeli Hrynko
pt.: ,,Optymalizacja metod oznaczania insektycydéw w roslinach miododajnych,

pszczotach i produktach pszczelich”

(Recenzje wykonano na zlecenie Rady Naukowej Instytutu Ochrony Roslin — PIB w
Poznaniu, na podstawie pisma RN/8/610/21 z dnia 12.04.2021r.)

Ogdlna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem
promotora Pani Prof. dr hab. Bozeny tozowickiej oraz promotora pomocniczego Pana Dr
hab. Piotra Kaczynskiego, prof. IOR-PIB w Instytucie Ochrony Roslin - Paristwowym Instytucie
Badawczym, w Terenowej Stacji Doswiadczalnej w Biatymstoku.

Na opiniowang rozprawe skfada sie cykl 4 oryginalnych prac naukowych obejmujgcych
w jednorodny sposéb zagadnienie optymalizacji metod oznaczania insektycydéw w roslinach
miododajnych, pszczotfach i produktach pszczelich. Publikacje ukazaty sie w latach 2017-2021,
wszystkie w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, w nastepujgcej kolejnosci:

1. Kaczynski P, Hrynko l., tozowicka B. 2017. Evolution of novel sorbents for effective
clean-up of honeybee matix in highly toxic insecticide LC/MS/MS analysis.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 139, 124-131, doi:
10.1016/j.ecoenv.2017.01.033. (szacowany udziat Doktorantki - 70%)

2. Hrynko |, tozowicka B., Kaczynski P. 2018. Liquid chromatographic MS/MS analysis of

a large group of insecticides in honey by modified QUEChERS. Food Analytical
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Methods, 11, 2307-2319, do0i:10.1007/s12161-018-1208-z. (szacowany udziat
Doktorantki — 75%)

3. Hrynko I., tozowicka B., Kaczynski P. 2019. Comprehensive analysis of insecticide in
melliferous weeds and Agricultural crops using a modified QUEChERS/LC-MS/MS
protocol and of their potential risk to honey bees (Apis mellifera L.). Science of the
Total Environment, 657, 16-27, doi: 10.1016/j.scitotenv.2018.11.470. (szacowany
udziat Doktorantki — 80%)

4. Hrynko I., tozowicka B., Kaczynski P. 2021. Development of precise micro analytical
tool to identify potential insecticide hazards to bees in guttation fluid using LC-ESI-
MS/MS. Chemosphere, doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.128143. (szacowany
udziat Doktorantki — 75%).

Wszystkie prace zostaly przygotowane przez Doktorantke we wspdtautorstwie z
Promotorem i Promotorem pomocniczym. W trzech publikacjach Doktorantka jest pierwszym
autorem, za$ w jednej pracy drugim. Z dotgczonych oswiadczen wynika, ze wktad mgr Izabeli
Hrynko w ich opracowanie byt bardzo znaczacy i zawierat sie w przedziale 70 — 80%. Wartos¢
punktowa cyklu publikacji stanowiagcych osiggniecie naukowe Doktorantki wg klasyfikacji
punktowej czasopism Ministerstwa Edukacji i Nauki wynosi 360, a sumaryczny Impact Factor IF
= 18,317.

Poza publikacjami wchodzgcymi w sktad rozprawy Pani mgr lzabeli Hrynko,
zamieszczono w niej streszczenie w jezyku polskim i angielskim, dalej omodwienie problematyki
badan przedstawionych w zatgczonych publikacjach w formie krétkich rozdziatéw, tj.:
Wprowadzenie, obejmujgce uzasadnienie wyboru tematu, Cel i zakres pracy oraz hipotezy
badawcze, Materiaty i metody, Wyniki badan, Dyskusja, Wnioski i oddzielnie Podsumowanie.
Rozprawe zakoriczono spisem cytowanej literatury, oraz materiatem uzupetniajgcym, z
dwiema bardzo rozbudowanymi tabelami zawierajagcymi najnowszy przeglad literatury
oznaczania pestycyddw w prébkach pszczét i produktach pszczelich oraz charakterystyke
badanych insektycydéw. Catos¢ liczy tacznie 54 strony.

Tytutf rozprawy zostat sformutowany w sposéb zwiezty i jasny.

Ocena wartosci merytorycznej

Srodki ochrony roélin ($.0.r.) pozwalaja na zwiekszenie wysokosci plondéw roslin. Skutecznosc¢ i
dostgpnos¢ pestycyddéw przyczynita sie do ich powszechnego uzycia, co przynosi istotne
korzysci nie tylko w produkcji roslinnej ale takze w lesnictwie, praktyce weterynaryjnej, czy
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utrzymaniu droznosci drég. Jedynie utamek substancji aktywnej stosowanych pestycydéw
bezposrednio trafia do organizméw szkodnikéw, natomiast ponad 99% przemieszcza sie w
ekosystemach wodnych i ladowych, trafiajac na sgsiednie tereny uprawne, przenikajac do gleby
i wody i stanowigc zagrozenie dla organizméw niebedacych przedmiotem zwalczania, np.
owadow zapylajacych. Stwierdza sie, m.in. spadek liczby rodzin pszczelich, a przyczyn upatruje
sie w zatruciach pestycydami.

Podjeta przez Paniag mgr lzabele Hrynko problematyka badawcza rozprawy
doktorskiej zwigzana jest scisle z powyzszym problemem. Majac na wzgledzie zdrowotnos¢
pszczét, jednoczesne wystepowanie wielu substancji aktywnych $.o.r. zaréwno w ciele
pszcz6t jak i wytwarzanych przez nie produktach, jednak czesto na bardzo niskich, sladowych
poziomach, istotne jest doskonalenie narzedzi pozwalajacych na jednoczesng identyfikacje i
iloSciowe oznaczanie duzej grupy zwigzkdéw. Biorgc pod uwage zréznicowane wiasciwosci
fizyko-chemiczne badanych insektycyddéw (145 zwigzkdéw) oraz skomplikowang i trudng do
analizy matryce, ktdrg jest np. midd, rzetelne przygotowanie prébek stanowi duze wyzwanie.
Efektywnos¢ ekstrakcji z pszczot, ich produktéw, roslin miododajnych zalezy nie tylko od
wiasciwosci ekstrahowanych zwigzkéw, ale réowniez od mechanizmu ich dziatania, trwatosci
w Srodowisku, a takze parametrow samej analizy takich jak wielko$¢ analizowanej prébki,

polarnosci rozpuszczalnika ekstrahujgcego i wtasciwosci sorbentu uzytego do oczyszczania.

Szczegblng uwage poswiecono zwigzkom najbardziej toksycznym dla pszczof, np.
chloropiryfos metylowy, deltametryna, imidachlopryd czy tiametoksam.
Doktorantka postawita dwie hipotezy badawcze:
- wifasciwe dobranie warunkéw przygotowania probki umozliwi opracowanie dobrze
zwalidowanych metod oznaczania insektycydodw,
- opracowanie precyzyjnych narzedzi analitycznych pozwoli na wielopozostatosciowa analize
w jednym toku analitycznym, przy niskich wartosciach LOD i LOQ badanych zwigzkow.
Weryfikacji hipotez dokonata wytyczajgc sobie dwa istotne cele badawcze: naukowy i
aplikacyjny. Celem naukowym bylo opracowanie precyzyjnych narzedzi analitycznych
pozwalajacych na wielopozostatosciowa analize insektycydéw w modelowych matrycach o
zréznicowanej zawartosci wosku pszczelego, cukréw, lipidéw, biatek, flawonoiddéw, z
zastosowaniem nowoczesnej techniki chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowa
spektrometrig mas (LC-MS/MS).
Istotng wartoscig rozprawy jest zrealizowanie celu aplikacyjnego polegajgcego na szybkim
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wdrozeniu zoptymalizowanych procedur do badan rutynowych Instytutu, a takze
oszacowaniu poziomu zatru¢ pszczot, zanieczyszczenia mioddéw i innych produktéow
pszczelich. Gtéwne cele realizowano poprzez zadania czastkowe, np. przyporzadkowanie
podgrup insektycydéw do pozyskanych, unikalnych matryc (pszczoty produkty pszczele,
rosliny miododajne, ciecz gutacyjna), optymalizacje kluczowych etapéw procedury
analitycznej, studium efektéw matrycowych, walidacje wtasnych procedur analitycznych a
takze badania aplikacyjne i wdrozeniowe dotyczace ekotoksykologicznej oceny narazenia
pszczot na insektycydy.

Biorgc pod uwage naukowg i aplikacyjng warto$¢ badan, nalezy podkredlié, ze cele
postawione w rozprawie doktorskiej sg trafne i odpowiadajg na aktualny problem
wymierania rodzin pszczelich, najprawdopodobniej jako uboczny skutek stosowania
insektycydéw. Opracowanie zoptymalizowanych procedur analiz istotnie przyczynia sie do
poznania przyczyn tego niepokojgcego zjawiska. Pozwala réwniez na oszacowanie stopnia
zanieczyszczenia insektycydami mioddw i innych produktéw pszczelich oraz roslin

miododajnych.

Publikacje wchodzace w skfad rozprawy doktorskiej mgr lzabeli Hrynko ukazaty sie w
recenzowanych, cenionych i wysoko punktowanych czasopismach naukowych z IF, tym

samym zostaty juz wczedniej ocenione przez specjalistow z danej dziedziny.

Tematyka poszczegdinych publikacji w petni odpowiada zatozonym celom rozprawy.
W poszczegdinych pracach poddano analizie prébki: pszczét (P1), miodu (P2), roslin
miododajnych (P3) i cieczy gutacyjnej (P4). Warto podkresli¢, ze dotychczas, wedtug
dostepnej literatury, brakowato metody identyfikacji insektycydéw w kwiatostanach roslin
miododajnych oraz w cieczy gutacyjnej. Opracowanie takich metod stanowi wartos¢ dodang
rozprawy.

Do kazdego rodzaju materiatu zastosowano 4-etapowa procedure badawcza.
Przygotowanie prébek analitycznych oparto na metodzie QUEChERS (okreslanej jako szybka,
tania, wydajna, efektywna i bezpieczna), dla ktérej sprawdzono réine modyfikacje. Przy
opracowywaniu optymalizacji metod badawczych uwzgledniono parametry majace
najwiekszy wptyw na uzyskiwany wynik analiz, czyli mase nawazki analitycznej, polarnosc
rozpuszczalnika ekstrahujgcego, warunki ekstrakcji oraz wtasciwosci sorpcyjne sorbentéw

stosowanych do oczyszczania prébek. Do ekstrakcji, ktérg realizowano poprzez mechaniczne
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wytrzgsanie prébek w matrycy cieczy gutacyjnej ze wspomaganiem ultradZzwiekowym, uzyto
rozpuszczalnika acetonitrylu z modyfikatorami w postaci kwasu octowego i/lub
mrowkowego, gdzie najbardziej optymalny okazat sie dodatek kwaséw o stezeniu 1%.

Aby usung¢ zwigzki interferujace sprawdzono wydajnos¢ 16 sorbentéw (niektére z
nich byly unikalne), o réinej polarnosci i specyfice, (tlenku glinu, chitosanu, chityny, tlenku
grafenu, Florisilu, zelu krzemionkowego, C8, C18, MgSOs PSA, GCB, ENVI-Carb i in.) w
zastosowaniu do badanych matryc, uzyskujac dobre wyniki.

Poprawnos$¢ zaproponowanych przez autorke metod potwierdzity procedury
walidacyjne, obejmujgce takie parametry jak: liniowos¢, powtarzalnosé, dokfadnosc,

selektywnos¢ oraz granice wykrywalnosci i oznaczalnosci jako elementy precyzji metody.

Podsumowujac merytoryczng ocene rozprawy stwierdzam, ze publikacje stanowigce
rozprawe doktorska Pani mgr lzabeli Hrynko s tematycznie jednorodne, dobrze
zaplanowane i cechuje je wysoki profesjonalizm. Podkresli¢ nalezy bardzo dobry warsztat
badawczy Doktorantki, poczawszy od postawienia hipotez, wytyczenia celéw, po
umiejetno$¢ doboru i opanowania szeregu roznorodnych i specjalistycznych metod
badawczych oraz weryfikacji uzyskanych wynikéw. Z pewnoscig przyczynita sie do tego
mozliwos¢ pracy w akredytowanym laboratorium badawczym, kontrolujgcym rutynowo

produkty pochodzenia roslinnego.

zagadnienia do dyskusji w czasie obrony

- czy wg Pani, z punktu widzenia toksykologicznego, istotnym jest dgzenie do oznaczania

wszelkich grup pestycyddéw jednoczesnie;

- prosze o podanie przyktadéw zastosowania alternatywnych do metody QUEChERS metod
stosowanych do przygotowania prébek i ocene ich uzytecznosci w rutynowej analizie

pestycydéw.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Izabeli Hrynko stanowi oryginalny dorobek naukowy, wnoszacy



istotny wktad do nauki. Pani Magister dowiodta, ze jest dociekliwym i doswiadczonym
badaczem, posiadajgcym szeroka i dogtebng wiedze teoretyczng oraz umiejetnosci
planowania, organizacji i wykonywania badan w zakresie analityki pestycydow. Cel postawiony
w rozprawie doktorskiej zostat w petni osiggniety, a jej wyniki wniosty do nauki element
poznawczy i aplikacyjny. Na podstawie oceny indywidualnego wkfadu Pani mgr Izabeli Hrynko
w przygotowanie czterech publikacji uwazam, ze recenzowana rozprawa spetnia wymagania
stawiane pracom doktorskim okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowymz
dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. nr 65, poz. 595, wraz z pdzniejszymi zmianami).

Biorgc powyzsze pod uwage wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Ochrony Roslin —
Paristwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu o przyjecie pracy i dopuszczenie Pani mgr
Izabeli Hrynko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorgc pod uwage
bardzo wysoka wartos¢ naukowa rozprawy oraz jej wazny aspekt wdrozeniowy, wnioskuje do

Rady Naukowej IOR - PIB o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.



