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Recenzja pracy doktorskiej mgr Patrycji Marczewskiej

»Kontrola jakosci srodkéw ochrony rodlin z wykorzystaniem technik
chromatograficznych i elementéw modelowania chemometrycznego”

OLNICTWO towarzyszy ludzkosci od ponad 10 tysiecy lat, a poczatki uprawy roslin mialy miej-
R sce w okresie rewolucji neolitycanej na Bliskim Wschodzie. Chociaz od zawsze poszukiwano
srodkéw wspomagajacych uprawe, przez wiekszo$é czasu ograniczano sie wylacznie do metod na-
turalnych. Eksplozja chemicznej ochrony, jaka miala miejsce dopiero w XIX i XX wieku, postawila
przed cywilizacjg problemy i dylematy zwiazane z toksycznoscig takich zabiegéw i zanieczyszcze-
niem srodowiska.

Problemy te sg aktualne, a odnalezienie wladciwej réwnowagi miedzy ekologig a zapotrzebowa-
niem na zywnosc jest tematem niekonczacych si¢ dyskusji. We wspélczesnym ekosystemie nie ma
mozliwosci optacalnej produkeji rolnej bez uzycia pestycydéw. Konieczne jest jednak ich umiejetne
1 rozwazne dawkowanie oraz kontrola tozsamosci, autentycznoéci i jakoéci. Podobnie jak w przypad-
ku lekéw, powaznym problemem jest nielegalne wprowadzanie do obrotu preparatéw podrobionych
lub zafalszowanych, ktérych skiad chemiczny bywa praktycznie dowolny. Moze to skohczyé sie bra-
kiem zalozonego dzialania i utratg plonéw, a w skrajnych przypadkach skazeniem produkowanego
materialu rodlinnego i Srodowiska.

W ten trend badawczy wpisuje sie dysertacja doktorska mgr PATRYCJI MARCZEWSKIE] , wykonana
w Laboratorium Badania Jakosci Srodkéw Ochrony Roslin Instytutu Ochrony Roslin - PIB Oddzial
Sosnicowice, z przewodem doktorskim realizowanym w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach pod kierunkiem dr hab. MIECZYSEAWA SAJEWICZA.

Badania pracy stanowig czesé projektu ,,Zwiekszenie konkurencyjnosci polskich towaréw roglinnych
na rynkach migdzynarodowych poprzez podniesienie ich jakosci i bezpieczehistwa fitosanitarnego”
przygotowanego przez konsorcjum zlozone z Giéwnego Inspektoratu Ochrony Roglin i Nasiennictwa,
Uniwersytetu Warszawskiego, Instytutu Lotnictwa, Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roélin PIB
oraz Instytutu Ochrony Roslin PIB.

Rozprawa liczy 130 stron (bez odbitek publikacji dolgczonych na konicu) i jest napisana w jezy-
ku polskim, w typowym dla dysertacji doktorskich ukladzie: streszczenie, cel pracy, wprowadzenie
z czgScig teoretyczna, cze$é doswiadczalna z wynikami, wnioski, spis rysunkéw 1 tabel oraz pismien-
nictwo. Jako zalgczniki dodano liste publikacji, spis doniesief zjazdowych oraz CV autorki.

Czgs¢ teoretyczna wprowadza czytelnika w tematyke pracy: omawia rys historyczny ochrony roélin,
wspbtczesne klasyfikacje i definicje $rodkéw ochrony, statystyki sprzedazy i problemy nieprawi-
dlowodci (zafalszowani oraz uchybief w jakoéci). Autorka uzywa starannej narracji dysertacyjnej,
podkreslajacej okreslone, starannie wyselekcjonowane fakty z dotychczasowej wiedzy. Potwierdza to




staranne zapoznanie sie z literaturg, liczacg ponad 150 pozycji. Wygladaja na precyzyjnie wybrane
z jeszcze wiekszej liczby przeanalizowanych Zrodet.

W jezyku polskim panuje niestety duza dowolno$é w tlumaczeniu terminéw dotyczacych chemo-
metrii i analizy danych. O ile np. PCA nazywana jest réwnie czesto zaréwno analizg gléwnych
skladowych, jak i analiza czynnikéw gléwnych, o tyle pierwszy raz spotykam si¢ z thumaczeniem
terminu cluster analysis jako analiza wigzkowa, czy tez z terminem resztkowe odchylenie standar-
dowe — czy to jest residual standard error? Zdecydowanie lepiej podawaé angielskie, jednoznaczne
nazwy metod lub terminéw, dzigki czemu nie byloby dla mnie tajemnica czym jest odleglos¢ pote-
gowa, jak réwniez czy polgczenie oraz wiazanie jest tym samym, co angielskie linkage.

Autorka badala koncentraty zawiesinowe, zawierajace jako substancje czynna azoksystrobine. Sub-
stancja posiada w swojej strukturze podwéjne wigzanie 1 wylgcznie izomer E jest substancjg czynng,.
Izomer Z oraz toluen sg gléwnymi zanieczyszczeniami preparatow.

Badaniu poddano zaréwno prébki bezposrednio od producenta, jak tez z rynku, dostarczone przez
zleceniodawcéw celem kontroli ich jakosci. Srodki badane w projekcie zawieraly dodatkowe substan-
cje zarejestrowane w Polsce (chlorotalonil, cyprokonazol, tebukonazol, difenokonazol, propikonazol,
epoksykonazol, izopirazam), ktére moga legalnie wystepowaé w preparatach azoksytrobiny.

Metodyka analityczna zostala opracowana zgodnie z wymogami zawartymi w dokumencie SAN-
C0/3030/99 (Technical Active Substance and Plant protection products: Guidance for generating
and reporting methods of analysis...) oraz dokumentach CIPAC (Guidelines on method validation...
i Guideline for analytical methods for the determination of relevant impurities...).

Opracowujac metode iloéciowa, Autorka uzyskala bardzo dobre rozdzielenie pikéw izomeréw azok-
sytrobiny, a obie substancje wykazywaly liniows odpowiedZ w badanych zakresach stezen, nieistot-
noéé wyrazu wolnego w réwnaniu kalibracj oraz dobry wspélczynnik korelacji. Precyzja metody byla
w pelni zadowalajaca, biorac pod uwage mozliwosci techniki HPLC. Badane preparaty poddawa-
no dodatkowo standardowym oznaczeniom pH, trwalosci zawiesiny, pozostalosci na sicie mokrym,
gestosci oraz barwy.

Uzyskane wyniki poddano analizie PCA oraz HCA. W przestizeni gléwnych skladowych nie uzy-
skano wprawdzie wyraznej przerwy pomiedzy prébkami autentycznymi i sfalszowanymi, jednakze
klasy obiektéw dobrze separowaly sig wzdiuz kierunku pierwszej gtéwnej skladowej. Doktorantka
zidentyfikowala dwie zmienne najbardziej odpowiedzialne za réznice: zawartos¢ substancji czynne;
oraz gestosé.

Wydaje sie, ze interpretacje mozna $mialo rozszerzy¢ na wszystkie zmienne za wyjatkiem pozostalo-
éci na sicie mokrym, ktéra wchodzi wylacznie do drugiej skladowej. Ocena réznic pomiedzy klasami
testem Wilcoxona (ze wzgledu na nieznany rozklad zmiennej) pozwala tu stwierdzi¢, ze istotnosé
réznicy pomiedzy zawartodcia substancji czynnej nie jest weale tak wyrazna (p ~ 0, 14), a sfalszo-
wane preparaty zawieraja tylko nieco mniej substancji. Znacznie wigksza réznica jest w przypadku
gestosci (warto$é mniejsza dla sfalszowanych, p ~ 1078), trwaloci zawiesiny (warto$émniejsza dla
sfatszowanych, p = 0,004) i wody (wartos¢ wigksza w zafalszowanych, p ~ 1079).

Wspélezynnik pH w przypadku preparatéw oryginalnych praktycznie nigdy nie schodzil ponize]
wartodci 5,75, podczas gdy dla sfalszowanych rozklad wartoéci ogonowal w dét, mimo ze réznica
nie jest istotna (p ~ 0,22). Wszystkie preparaty autentyczne maja warto$¢ koloru wynoszaca 2,5;
za$ sfalszowane 5,0; a nawet w przypadku jednego 7,5.




Autorka zastosowala dodatkowo metode PLS-DA do konstrukeji modeli dyskryminacyjnych w opar-
ciu o 7 powyzszych zmiennych. Niezaleznie od przyjetych kompleksowosci, modele wykazywaly
bardzo dobre rozréznianie prébek uzytych do uczenia, za$ w przypadku zestawu testowego radzily
sobie dobrze z polows prébek.

Wyniki PLS-DA wstepnie potwierdzaja mozliwo$é stworzenia dobrze dzialajacych dyskryminacyj-
nych modeli, a wlasciwa zdolno$é dyskryminacyjna powinna by¢ bezproblemowo osiggnieta w przy-
padku dysponowania odpowiednio duzym zestawem prébek do przygotowania modelu. Dodatkowo,
biorac pod uwage zaleznoéci miedzy zmiennymi, nalezy spodziewaé sie optymalnego dziatania przy
niskich kompleksowosciach takich modeli (rzedu 1 lub 2, géra 3). Model PLS skonstruowany na
pelnych danych nieskalowanych jest w stanie w pelni odseparowaé klasy linig prosta przy dwéch
pierwszych skladowych, a dla danych skalowanych robi to (choé¢ z trudem) juz dla jednej. Kolejne
skladowe nie zawierajg informacji dyskryminujacej klasy. W przypadku, gdy wtasciwosci predyk-
cyjne modeli nie zmieniaja si¢ wraz z kompleksowoscia (jak w Tabeli 15) dobrze jest dokonaé (mimo
réznych pogladéw w érodowiskach chemometrycznych) poréwnania wartosci bledéw walidacji krzy-
zowej i predykeji, analogicznie do modelu ilo$ciowego.

Kolejnym etapem badan byla chemometryczna analiza chromatograméw badanych prébek, zaréw-
no HPLC-DAD, jak i HS-GC/MS. Doktorantka wykonala konieczng do takiej analizy wstepna
obrébke danych, obejmujaca korekcje linii bazowej oraz nakladanie sygnaléw oraz transformacje
logarytmiczng — czy istnieje jaki§ konkretny powdd, ze byla ona konieczna? Podczas nakladania
sygnalow, jako pierwszy etap Autorka wykonala ,zniesienie ré7nic zaobserwowanych dla powté-
rzen zarejestrowanych dla tej samej probki” - dlaczego? Ktéry chromatogram byt referencyjny do
nakladania i jak zostal wybrany?

Chromatogramy przeanalizowano technika SIMCA, okreglajac odstepstwo badanych prébek od da-
nych treningowych, ktére stanowilo 15 pierwszych, oryginalnych prébek. Doktorantka przedysku-
towala, ktére prébki odstawaly znaczaco od modelu pod wzgledem odleglosci ortogonalnej oraz
odleglodci Mahalanobisa.

Pelng interpretacjg sprawnoéci modelu SIMCA utrudnia nieco brak jasnej deklaracji, ktére z prébek
o numerach powyzej 100 byly sfalszowane. Informacji tej nie ma zaréwno w pracy, jak i w publikacji
stanowiacej zalacznik. Analizujagc wynik HCA na danych mozna wnioskowaé, ze autentyczne na
dendrogramie sg (oprécz 1 — 15) probki 101, 103 — 109, 112 — 115 oraz 132 i 133. Daje to 19
probek sfatszowanych i 29 (15 + 14) prébek autentycznych. Wykres 13 zawiera tymczasem tylko
18 prébek nieoryginalnych, zag 30 lub 31 autentycznych - dlaczego?

W takiej sytuacji SIMCA na chromatogramach HPLC-DAD dobrze klasyfikuje prébki 101, 103
— 1091 112 — 114 jako oryginalne, za§ probki 115, 132 i 133 sg sklasyfikowane niewladciwie
jako odstajace. Czy mozna w jakikolwiek sposéb zinterpretowaé, jakie posiadaja cechy, ktére to
spowodowaly? W przypadku modelu SIMCA z danych GC tylko 3 prébki sg stusznie sklasyfikowane
jako oryginalne, pozostale odbiegaja od modelu i tutaj tez przydataby si¢ interpretacja. Ponadto na
wykresach SIMCA pojawia sie nieistniejaca wezeéniej prébka 100, zas brakuje prébki o numerze 133,
co sugerowaloby przesunigcie w numeracji, powodujace jeszcze wieksza rozbieznodé w klasyfikacji.

Ostatnig czedcig pracy bylo opracowanie ilogciowej metody oznaczania azoksytrobiny w obecnoéci
innych substancji wystepujacych z nig w preparatach na polskim rynku (chlorotalonil, cyprokonazol,
difenokonazol, epoksykonazol, izopirazam, propikonazol oraz tebukonazol). Optymalny chromato-
gram substancji wzorcowych robi wrazenie i zapewnia pelne rozdzielenie tych substancji podczas
analizy, a metoda zostala w pelni zwalidowana pod wzgledem wszystkich aktualnych wymogéw.




W przypadku publikacji warto dodatkowo pochwalié si¢ pelng Sciezka eksperymentalng optymali-
zacji warunkéw chromatograficznych, gdyz raport z takiej optymalizacji ma réwniez cenng warto$¢
naukowa.

Rozprawa stanowi calo$ciowy i dobrze skonstruowany projekt badawczy. Wyniki zostaly w czesci
opublikowane w Journal of Environmental Science and Health, Part B i stanowig material do kilku
dalszych publikacji na wysokim poziomie w punktowanych czasopismach. Dostrzegam w nich spory
potencjal i przewiduje istotne zainteresowanie tymi wynikami przez inne grupy badawcze.

Podsumowujgc, praca doktorska Patrycji Marczewskiej spelnia wszystkie wymagania stawiane
pracom doktorskim, zawiera istotne elementy nowosci naukowej i wnioskuje o dopuszczenie Dok-
torantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo ze wzgledu na spelnienie aktualnych wewnetrznych wymogéw US, interdyscyplinarnoéé
tematyki badawczej, realizacje pracy w ramach duzego projektu naukowego, a przede wszystkim
aplikacyjnoéé przeprowadzonych badai wnioskuje o wyréznienie przedtozonej mi do recenzji pracy.
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