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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Hrynko pt.:
Optymalizacja metod oznaczania insektycyddw w roslinach miododajnych, pszczotach

i produktach pszczelich

1. Opinia ogolna

Pszczota miodna (Apis mellifera), najwigkszy globalny polinator, jest obecnie powaznie
zagrozona, a przyczyny tego zjawiska nie sg dotychczas jednoznacznie ustalone. Paradoksalnie
na wielu obszarach naszego kraju obserwujemy zbyt duze zageszczenie rodzin pszczelich i tam
te pozyteczne owady gloduja a nawet rabuja si¢ nawzajem, transferujac do swoich uli nie tylko
pokarm, ale zabrane z innych uli pasozyty, patogeny czy substancje czynne $rodkéw ochrony
roslin. Jest to istotne, bowiem Apis mellifera, w odréznieniu np. od wielu gatunkéw trzmieli
czy pszezot samotniczych, zimuje w roju odzywiajac si¢ zebranym latem pozytkiem. Zatem
wszystko to, co w tym pozytku si¢ znalazto, bedzie miato wplyw na rodzing pszczela w okresie
zimowli, najtrudniejszym do przetrwania dla catej pszczelej spotecznosci.

Pani mgr Izabela Hrynko od kilku lat prowadzi badania nad zagrozeniami populacji
pszczoly miodnej. W opartej na czterech manuskryptach opublikowanych w recenzowanych
czasopismach naukowych rozprawie doktorskiej zatytulowanej Optymalizacia metod
oznaczania insektycydéw w roslinach miododajnych, pszczolach i produktach pszczelich
przedstawita zwigzly opis swojego dorobku naukowego w tym zakresie. Wynoszacy od
2,2 do 6,6 wspétezynnik wptywu czasopism, w ktdrych opublikowano oceniane prace, jest
najlepszym dowodem wysokiej jakosci i znaczenia praktycznego wykonanych badan.
W trzech z przedstawionych publikacji, mgr Izabela Hrynko jest pierwszym autorem,
a w czwartej drugim. O$wiadczenia wspétautorow wskazuja, ze jej udzial we wszystkich
przedstawionych do oceny publikacjach jest dominujacy i wynosi od 70 do 80%.

Publikacje stanowigce podstawg dysertacji zostaly starannie wybrane sposréd
19 pozycji z listy A MNiSW, w ktérych mgr Izabela Hrynko jest wspétautorka. Pozycji,

w ktorych Autorzy przedstawili rozwigzania metodologiczne dotyczace optymalizacji metod






oznaczania substancji czynnych $rodkéw ochrony rodlin w réznych matrycach
i poszukiwania sposobéw zmniejszania pozioméw pozostatodci tych zwigzkéw w zywnosci,
a takze dokonali takze formalno-prawnej oceny poziomu pozostatosci substancji czynnych
w produktach spozywczych oraz ocenili zagrozenia dla pszcz6t wynikajace ze stosowania

chemicznej ochrony upraw roslin owadopylnych.

2. Ocena merytoryczna

W recenzji dokonano merytorycznej oceny doboru tematyki badawczej, zasadnosci
i spojnosci zestawienia artykutéw przedstawionych do oceny przez Autorke oraz samego
autoreferatu. Jest to o tyle utatwione, ze wyniki zostaly juz wczeéniejszej zrecenzowane
w pierwszej kolejnosci przez zespoly redakcyjne czasopism, w ktérych zostaty opublikowane,
a nastgpnie przez anonimowych recenzentéw z calego $wiata.

Wybor tematyki badawczej. Apis mellifera jako globalny polinator roslin uprawnych
zastuguje na szczeg6lng ochrong. W czasach powszechnej chemizacji upraw badania, ktére
moga przyczyni¢ si¢ do poprawy bezpieczefistwa tego gatunku, zwlaszcza jego ochrony przed
szkodliwym dzialaniem $rodkéw owadobdjczych, zastuguja na docenienie. Z tego powodu
wybdr przez Autorke tematyki badawczej uwazam za bardzo aktualny i wazny.

Tytul. Mam zastrzezenia dotyczace tytulu rozprawy doktorskiej. Do produktéw
pszezelich zalicza si¢ midd, wosk, propolis, pierzgg, obnéza, mleczko pszczele i jad. Mamy tez
na $wiecie wiele gatunk6w pszczot. Autorka sposréd wybranych produktéw do badan wybrata
tylko midd, a spo$réd pszczot — wylacznie gatunek Apis mellifera. Tytut: Optymalizacja metod
oznaczania substancji czynnych Srodkéw owadobdjczych w roslinach miododajnych, pszczole
miodnej i miodzie wydaje si¢ doktadniej charakteryzowaé przedstawiony do oceny cykl
publikaciji.

Wprowadzenie. Zawarte na niespelna o$miu stronach dysertacji wprowadzenie jest
w duzej czesci synteza wstgpow z zaprezentowanych publikacji. Autorka omawia w nim
zagrozenia dla pszczoly miodnej wynikajace z powszechnego stosowania $rodkéw ochrony
roslin. Wprowadza réwniez czytajagcego w gléwny temat swojej pracy, czyli zasady
optymalizacji metod i technik analitycznych wykorzystywanych do oznaczania pozostatosci
substancji czynnych $rodkéw owadobdjczych. W tym ciekawym rozdziale Autorce nie udato
si¢ jednak ustrzec drobnych blgdow zar6wno merytorycznych, jak i jezykowych:

1. Varroa destrucor nalezy do klasy Arachnida, rzad Acari. Z tego powodu do ich
zwalczania zaleca si¢ raczej stosowanie akarycydéw, a nie, jak napisata Autorka

(s. 8, w. 7-10), insektycydow.






2. Zamiast ,porazenie chorobami” (s.8, w. 21) zalecalbym uzycie okreslenia ,porazenie
przez patogeny”.

3. Nie jest jasne zdanie ,,Substancje te posiadajg niezwykle szeroki zakres dawki LDsg
(od 0,0015 pg/pszczolg do 0,18 pg/pszczole” (s. 9, w. 8-9). Czy ten zakres dotyczy
deltametryny i chloropiryfosu metylowego, czy tez kazda warto$é odnosi si¢ do innej
substancji?

Jednoczesnie warto nadmieni¢, ze we wprowadzeniu Autorka skorygowata blad
merytoryczny zawarty w publikacji nr 2, bowiem acetylocholinoesteraza (AChE) jest enzymem
rozkladajacym acetylocholing, a nie, jak to napisano w publikacji, neuroprzekaznikiem.

Cel i zakres pracy oraz hipotezy badawcze. Informacje zawarte w tym rozdziale
zostaly przedstawione w sposéb czytelny i zrozumiaty.

Materialy i metody. W rozdziale tym Autorka scharakteryzowata obiekty badaf,
wymienita oznaczane substancje czynne $rodkéw ochrony roglin, oméwila metody ich
przygotowywania, ekstrakcji i oznaczania, oraz wskazala sposéb walidacji procedur
analitycznych i metody szacowania narazenia ryzyka dla pszczl. Jest on zaréwno
w publikacjach, jak i referacie, napisany w sposob zrozumialy i, co wazniejsze, pozwalajgcy na
odtworzenie prowadzonych bada.

Do rozdzialu tego mam drobng uwage. Ani w publikacji 1, ani tez w autoreferacie nie
znalaztem informacji dotyczacych wieku uzytych do analiz pszczét. Zwierzeta te, ze wzgledu
na zmienno$¢ pefnionych funkeji (karmicielki, woszczarki, porzadkowe, zbieraczki) mogg sie
migdzy sobg istotnie rézni¢ pod wzgledem chemicznym, co moze z réznym nasileniem
wplywaé na analizowane przez Autorke efekty matrycowe.

Wyniki. Glownym tematem prac stanowigcych cykl przediozonych do oceny publikaciji
jest optymalizacja metod oznaczania substancji czynnych srodkéw owadobéjczych w réznych
matrycach. Zaprezentowane w formie barwnych wykreséw oraz rozbudowanych tabel wyniki
pozwalajg tatwo i w pelni oceni¢ ogrom przeprowadzonych przez Autorke badaf. Wszystkie
publikacje s3 pracami o znacznej wartosci metodycznej. Prezentuja wyniki optymalizacji
procedur analitycznych poprzez odpowiedni dobor: wielkosci porcji analitycznych (publikacja
1), odpowiedniego rozpuszczalnika (publikacje 1 i 2), czy sorbentéw (publikacie 1, 2, 3 i 4).
W przedstawionych badaniach wprowadzono tez wymrazanie w celu eliminacji thuszczéw
z probek oraz dobrano czas trwania tego procesu (publikacja 1), a takze metod¢ wspomagane;j
ekstrakcji  (publikacja 4). Zaprezentowane w dysertacji wyniki uzyskane zostaly
w laboratorium akredytowanym, co zwalnia recenzenta przewodu doktorskiego od obowiazku

weryfikowania prawidlowosci procesu walidacji metody. Na uwage zastuguje bogata i rzetelna
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dokumentacja badan przedstawiona zaréwno w samych publikacjach, jak i w dolgczonych do
kazdej z nich suplementach szczegélowo prezentujacych parametry analizy
chromatograficznej, Srednie odzyski, efekty matrycowe czy tez walidacjg metody analityczne;.

Na uwage zastuguje fakt, ze doktorantka dokonata walidacji zaproponowanej przez
sicbie metody dla 52 substancji czynnych oznaczanych w pszczotach, 132 w miodzie,
142 w kwiatach roslin miododajnych i 142 w wodzie gutacyjnej, a nastgpnie wykorzystujac
swoje badania jako narzedzie metodyczne zaaplikowala je do badan rutynowych, czyli do
oszacowania poziomu pozostatosci w probkach srodowiskowych. Jest to, zdaniem recenzenta,
najmocniejszy element rozprawy, bowiem zawsze najwartosciowsza czeécig pracy naukowca
jest potwierdzenie w praktyce jego naukowych dokonan.

Badania prébek $rodowiskowych pozwolily m.in. na wskazanie najczescie]
znajdowanych (powyzej Dolnej Granicy Oznaczalnosci) substancji czynnych w 12 prébkach
pszczot dostarczonych przez pszczelarzy z Podlasia (byly to dimetoat, ometoat
i chloropiryfos, wszystkie z grupy insektycydéw fosfoorganicznych) i 41 prébkach roglin
miododajnych (byly to nalezagca do pyretroidéw deltametryna oraz dimetoat i ometoat).
Na podstawie tych wynikéw oszacowano ryzyko narazenia pszczét na badane substancje
czynne, dzigki ktéremu Doktorantka mogta stwierdzi¢, sumujac wartosci LDso dla substanciji
o podobnym mechanizmie dzialania, w przypadku dwoch probek, wystgpowanie duzego
narazenia pszczot na wykryte w ich ciatach substancje (%LDso>100). Analogicznie, badajac
potencjalne narazenie pszcz6t wykryto w przypadku dwéch prébek (po jednej probee mniszka
lekarskiego i facelii bigkitnej) w przypadku dawki doustnej i czterech (w jednej probee rzepaku
ozimego, jednej - chabra blawatka, oraz w dwéch - mniszka lekarskiego) w przypadku dawki
kontaktowej, wysoki iloraz zagrozenia pszcz6t na skutek obecnoéci w roslinach substancii
czynnych insektycydéw. Badania tego typu pozwalajg na praktyczng ocene stanu $rodowiska
oraz mogg potencjalnie utatwia¢ pszczelarzom podjgcie decyzji o przysztej lokacji pasiek.

Wszystkie wchodzace w skiad cyklu publikacje to prace metodyczne, ktérych celem
bylo opracowanie precyzyjnych narzedzi analitycznych pozwalajgcych na optymalizacje
oznaczania szerokiej gamy substancji czynnych $rodkéw owadobéjczych o réznej budowie
chemicznej i odmiennych mechanizmach dziatania w czterech typach matryc: pszczotach,
miodzie, kwiatach roslin zapylanych przez pszczoly i wodzie gutacyjnej. Doktorantka
doskonale poradzita sobie z tym problemem. Jedyne zastrzezenie dotyczace nie tyle samych
publikacji, co oméwienia zaprezentowanych w nich wynikéw, dotyczy zbyt duzego wkiadu
czgsci metodycznej w rozdziat Wyniki. Wspominanie w tym rozdziale o takich etapach, jak

dodatek wody do prébek w trakcie ich przygotowywania, czy tez dodatek soli






i odwirowywanie, etapach, ktore nie podlegaly przez Autorke modyfikacjom majacym na celu
optymalizacj¢ metody, uwazam za zbedne.

Dyskusja, Wnioski i Literatura. Nie mam istotnych uwag do rozdziatéw ‘Dyskusja’
oraz ‘Wnioski’. Zostaly one napisane w spos6b wzorcowy, a odwolania bibliograficzne byly
dobrane w sposob catkowicie przemyslany.

Jedyna uwaga dotyczy niewielkich, aczkolwiek dosé¢ licznych bledéw w cytowaniu
literatury (nr zeszytu sg zamieszczone wylgcznie przy pojedynczych pozycjach, w pozycji
4 brakuje nr tomu, nr stron raz s przedstawiane w catodci, np. 5157-5166, a innym razem

w wersji skroconej, np. 210-22 itp.).

3. Informacje dodatkowe

Mgr lzabela Hrynko legitymuje si¢ bardzo dobrym dorobkiem publikacyjnym
(43 publikacje, w tym 19 z listy A i 24 z listy B MNiSW) nie tylko osiggajacym
ponadprzecigtny jak na magistra wspofczynnik wptywu (65,401), ale tez zawierajgcy znaczace
dokonania naukowe.

Najnowsze wskazniki cytowalnosci publikacji mgr Izabeli Hrynko (wg bazy Web
of Science) dajg sumeg 321 (bez autocytowan: 299) i indeks Hirscha réwny 10, przy czym
sposréd 20 publikacji, siedem dotyczy ostatniego pigciolecia.

Mgr Izabela Hrynko zaprezentowata swoj dotychczasowy dorobek naukowy réwniez
w 2 rozdziatach monografii naukowych, 5 recenzowanych wydawnictwach z konferencji
i sympozjéw naukowych, a takze w 47 publikacjach w materiatach z konferencji krajowych
i migdzynarodowych, 12 referatach konferencyjnych, 7 publikacjach popularnonaukowych i na
37 posterach konferencyjnych.

4. Podsumowanie i wnioski koncowe

Reasumujac uwazam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja mgr Izabeli Hrynko
wnosi istotny wkiad naukowy w proces optymalizacji metod oznaczania substancji czynnych
srodkéw ochrony ro$lin w materiale biologicznym. Doktorantka dowiodta, ze potrafi
w spos6b znacznie wigcej niz tylko zadowalajacy zaplanowaé i przeprowadzié badania
metodyczne ze swojej dziedziny, a takze zaprezentowaé je w recenzowanych czasopismach
naukowych o $wiatowej renomie, takich jak Science of the Total Environment czy
Chemosphere. Wykorzystany przez nig warsztat naukowo-badawczy jest w pehi
wystarczajacy, by uzyskane wyniki umozliwily osiagniecie zakladanych na wstepie celow

pracy. Sama praca nie budzi istotnych zastrzezen pod wzglgdem formalnym i merytorycznym.






W zwigzku z powyzszym uwazam, Ze rozprawa doktorska mgr Izabeli Hrynko
zatytulowana ,,Optymalizacja metod oznaczania insektycydéw w roslinach miododajnych,
pszczolach i produktach pszczelich” speinia wymagania stawiane pracom na stopieri doktora
(art. 13. Ust.1), w rozumieniu Ustawy ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003 roku (wraz z pozniejszymi
zmianami, w tym Dz.U. 2017r. poz. 1789) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Ochrony
Roflin, Paristwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr Izabeli Hrynko
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na wskazane w tej recenzji walory pracy, wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Ochrony Roslin, Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu

0 wyr6znienie rozprawy autorstwa mgr Izabeli Hrynko.

Kolbuszowa, dnia 18.05.2021 dr hab. Bartosz Piechowicz, prof. UR
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