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1. Imie i nazwisko, adres do korespondencji

Piotr Kaczynski

Instytut Ochrony Ro$lin - Panistwowy Instytut Badawczy
Terenowa Stacja Doswiadczalna w Biatymstoku
Chelmonskiego 22, Biatystok 15-195

Tel. 85-678-54-72

Tel. kom. 603-55-20-21,

e-mail: P.Kaczynski@iorpib.poznan.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne - z podaniem nazwy, miejsca

i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

22 czerwca 2012 r. - doktor nauk rolniczych w zakresie agronomii, Instytut
Ochrony Roslin - Panstwowy Instytut Badawczy

Tytut rozprawy doktorskiej: Nowe deterenty pokarmowe - biologiczna aktywnosé¢
wobec szkodnikéw magazynowych w ujeciu modelowania molekularnego

Promotor - prof. dr hab. Bozena Lozowicka, Instytut Ochrony Ro$lin -

Panstwowy Instytut Badawczy

29 czerwca 2005 r. - magister chemii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny,
Uniwersytet w Biatymstoku
Tytut pracy: Badanie zaleznosci miedzy strukturq a aktywnosciq biologiczng

zwiqzkow o dziataniu hipolipemicznym

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Praca w Instytucie Ochrony Ro$lin - Panstwowym Instytucie Badawczym, Terenowej

Stacji DoSwiadczalnej w Biatymstoku na stanowiskach:
* inzynier - od 2 stycznia 2006 r. do 31 grudnia 2006 r.

* asystent - od 1 stycznia 2007 r. do 30 czerwca 2012 r.
e adiunkt - od 1 lipca 2012 .
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kierownik ds. technicznych w Laboratorium Badania Pozostatosci Srodkéw
Ochrony Roslin w Terenowej Stacji Doswiadczalnej w Bialymstoku - od 5 stycznia
2006 r.do 31 maja 2017 r.

kierownik Laboratorium Badania Pozostatosci Srodkéw Ochrony Roslin w

Terenowej Stacji Doswiadczalnej w Biatymstoku - od 1 czerwca 2017 r.

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytutl osiagniecia naukowego:

Osiagniecie naukowe stanowi monotematyczny cykl siedmiu oryginalnych publikacji
naukowych pod tytutem:
~Optymalizacja i aplikacja pojedynczych oraz wielopozostatosciowych metod

oznaczania herbicydéw w zréZnicowanych matrycach”

b) publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego:

H1. Kaczynski P., L.ozowicka B.: One-step QUEChERS-based approach to extraction and

cleanup in multiresidue analysis of sulfonylurea herbicides in cereals by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. Food Analytical Methods, 2017, 10: 147-
160. UF2016 - 2.038, MNiSW3p16 - 30 pkt).

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeglqdzie literatury,
wykonaniu badarn eksperymentalnych, opracowaniu metodyki badawczej z wiqczeniem walidacji
metody, analizie i opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rysunkéw i tabel, dyskusji wynikéw,
napisaniu pracy i przygotowaniu jej do druku. Moj udziat procentowy szacuje na 85%.

H2. Kaczynski P.: Large-scale multi-class herbicides analysis in oilseeds by rapid one-step

QuEChERS-based extraction and cleanup method using liquid chromatography-tandem
mass spectrometry. Food Chemistry, 2017, 230: 411-422. (IF2016 - 4.529; MNiSW3016 — 40
pkt).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeglgdzie literatury,
wykonaniu badan eksperymentalnych, opracowaniu metodyki badawczej z wiqczeniem walidacji
metody, analizie i opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rysunkéw i tabel, dyskusji wynikéw,
napisaniu pracy i przygotowaniu jej do druku. Méj udziat procentowy wynosi 100%.
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H3. KaczynskKi P., Lozowicka B., Hrynko 1., Wotejko E.: Behaviour of mesotrione in maize
and soil system and its influence on soil dehydrogenase activity. Science of the Total
Environment, 2016, 571: 1079-1088. (IFz2016 — 4.900, MNiSW2016 — 40 pkt).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeglgdzie literatury,
wykonaniu analiz chromatograficznych, opracowaniu metodyki badawczej z wigczeniem walidacji
metody, analizie i opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rysunkéw i tabel, dyskusji wynikow,
napisaniu pracy i przygotowaniu jej do druku. Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

H4. Kaczynski P., Lozowicka B., Perkowski M., Szabunko ].: Multiclass pesticide residue
analysis in fish muscle and liver on one-step extraction-cleanup strategy coupled with
liquid chromatography tandem mass spectrometry. Ecotoxicology and Environmental
Safety, 2017, 138: 179-1809. (IFzp16 — 3.743, MNiSW2016 - 30 pkt).

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeglqdzie literatury,
wykonaniu analiz chromatograficznych, opracowaniu metodyki badawczej z wiqczeniem walidacji
metody, analizie i opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rysunkéw i tabel, dyskusji wynikéw,
napisaniu pracy i przygotowaniu jej do druku. Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

H5. Lozowicka B, llyasova G., Kaczynski P., Jankowska M., Rutkowska E., Hrynko I., Mojsak
P., Szabuniko ].: Multi-residue methods for the determination of over four hundred
pesticides in solid and liquid high sucrose content matrices by tandem mass
spectrometry coupled with gas and liquid chromatgraph. Talanta, 2016, 151: 51-61.
(IF2016 - 4.162; MNiSW2916 - 40 pkt).

MdJj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu analiz
technikq chromatografii cieczowej, wspétopracowaniu metodyki badawczej z wiqczeniem walidacji
metody, analizie i opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rysunkéw i tabel, dyskusji wynikéw
napisaniu pracy i przygotowaniu jej do druku. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

Hé6. Kaczynski P., Lozowicka B., Jankowska M., Hrynko I.: Rapid determination of acid
herbicides in soil by liquid chromatography with tandem mass spectrometric detection
based on dispersive solid phase extraction. Talanta, 2016, 152: 127-136. (IF2016 — 4.162;
MNiSW2016— 40 pkt).

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeglqdzie literatury,
wykonaniu analiz chromatograficznych, opracowaniu metodyki badawczej z wiqczeniem walidacji
metody, analizie i opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rysunkéw i tabel, dyskusji wynikéw,
napisaniu pracy i przygotowaniu jej do druku. Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

H7. Kaczynski P.: Clean-up and matrix effect in LC-MS/MS analysis of food of plant origin
for high polar herbicides. Food Chemistry, 2017, 230: 411-422. (IFz2016 — 4.529; MNiSW201¢
- 40 pkt).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przeglgdzie literatury,
wykonaniu badan eksperymentalnych, opracowaniu metodyki badawczej z wigczeniem walidacji
metody, analizie i opracowaniu wynikéw, przygotowaniu rysunkow i tabel, dyskusji wynikow
napisaniu pracy i przygotowaniu jej do druku. Méj udziat procentowy wynosi 100%.
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Sumaryczny ,Impact Factor” publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego
wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania wynosi
28.063. Suma punktéw za publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego,
wedlug wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi
260. Dla publikacji, ktoére zostaty opublikowane w 2017 roku zastosowano wskazniki z
roku 2016.

Oswiadczenia wspétautoréw, okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie

publikacji, sq zamieszczone w Zatgczniku nr 3.

c) omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz
zZ omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Herbicydy stanowig dominujaca grupe Srodkéw ochrony roslin (S.0.r.)
stosowanych w produkcji rolniczej i ogrodniczej, posiadajacych zdolno$¢ niszczenia lub
ograniczania wzrostu i rozwoju chwastéw. Ponadto moga by¢ wykorzystywane w
le$nictwie oraz do redukcji roslinnosci na szlakach komunikacyjnych czy ciekach
wodnych.

Ocenia sie, Zze w Polsce uprawom rolniczym zagraza okoto 300 gatunkéw
chwastéw jedno- i dwuliSciennych. Konsekwencja zachwaszczenia poél, glownie
konkurencyjnego oddziatywania chwastow na ro$liny rolnicze, sg straty w plonach
rzedu 20-80% (Piekarczyk and Jaskulski, 2016). W celu przeciwdziatania tym
niekorzystnym zjawiskom, z ekonomicznego punktu widzenia oczywista staje sie
potrzeba uzycia preparatow o selektywnym dziataniu chwastobéjczym (Popp et al,
2013). Stosowanie ochrony herbicydowej uwazane jest za najbardziej efektywny sposéb
odchwaszczania pdl uprawnych, sposrod dostepnych metod. Zastosowane prawidtowo,
niszcza do 90% chwastow wrazliwych, a pozostate przy zyciu sg mato zywotne i
najczesciej nie wydaja nasion, stajac sie tym samym niegrozne dla produkcji rolniczej
(Czerniakowski and Czerniakowski, 1993).

W Polsce zarejestrowanych jest ponad 1800 preparatéw (stan na dzien 30
czerwca 2017), z czego prawie potowe (893) stanowity herbicydy. Wg. danych

Eurostatu w Polsce, w latach 2011-2015, $rednie roczne zuzycie czystych substancji
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czynnych (s.cz.) herbicydéw wynosito 12-13 tys. ton, podczas gdy fungicydéw 6-7 tys.
ton, a zoocydow tylko 1-1,5 tys. ton (EUROSTAT, 2016).

Zréznicowanie struktury chemicznej i wiasciwosci, mechanizmu dziatania,
trwatosci w Srodowisku, drég przenikania do roslin czy toksycznos$ci sprawiaja, ze
klasyfikacja herbicydéw nie jest prosta. Miedzynarodowa organizacja HRAC (ang.
Herbicide Resistance Action Commitee), zrzeszajaca jednostki naukowo-badawcze oraz
firmy fitofarmaceutyczne zainteresowane problematyka uodparniania sie chwastéw na
herbicydy (HRAC, 2017) dokonata podziatu substancji czynnych herbicydow w oparciu
o ich mechanizm dziatania na ro$liny (Tab.1). Wedtug przyjetej klasyfikacji
najliczniejsza grupe zwigzkoéw stanowig substancje czynne nalezace do grupy B,
(ALS).

Powszechnie stosowany glifosat jest zaliczany do inhibitoréw enzymu syntazy EPSP,

posiadajgce wtasciwosci inhibitoré6w enzymu syntazy acetylomleczanowej

grupa G.

Tabela 1. Klasyfikacja wybranych substancji czynnych herbicydéw ze wzgledu na mechanizm dziatania
(wg. HRAC - Herbicide Resistance Action Committee)

Symbol Substancje czynna (s.cz.)
literowy Mechanizm dziatania
wg
HRAC
A chizalofop-P-etylowy, chizalofop-P-tefurylowy, inhibitory enzymu ACCazy
cykloksydym, fenoksaprop-P-etylowy, fluazyfop-P- (graminicydy - uniemozliwiaja
butylowy, kletodym, pinoksaden, propachizafop, wytwarzanie niezbednych kwasow
tepraloksydym, tralkoksydym ttuszczowych w chwastach z rodziny
traw)
B amidosulfuron, chlorosulfuron, etametsulfuron inhibitory syntazy
metylowy, flazasulfuron, florasulam, foramsulfuron, acetylomleczanowej(ALS).
imazamoks, jodosulfuron metylosodowy, metosulam, (uniemozliwiajg wytwarzanie
metsulfuron metylowy, mezosulfuron metylowy, niektérych aminokwasow
nikosulfuron, piroksysulam, propoksykarbazon sodowy, niezbednych do syntezy biatek)
rimsulfuron, sulfosulfuron, tienkarbazon metylowy,
tifensulfuron metylowy, triasulfuron, tribenuron
metylowy, triflusulfuron metylowy, tritosulfuron
C1 chlorydazon, desmedifam, fendemifam, lenacyl, inhibitory fotosystemu II
metamitron, metrybuzyna, terbulyloazyna (uniemozliwiaja produkcje
C2 chlorotoluron, izoproturon, linuron cukru ;energii na drodze
C3 bentazon, bromoksynil oktanowy, piridat otosyntezy)
D dikwat inhibitory
fotosystemu I (uniemozliwiaja
produkcje cukru i energii na drodze
fotosyntezy; niszcza btony
komérkowe)
E bifenoks, karfentrazon etylowy, oksyfluorofen inhibitory enzymu PPO
(uniemozliwiaja wytwarzanie
chlorofilu; rozktadajg btony
komérkowe)
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F1 beflubutamid, diflufenikan, flurochloridon inhibitory syntezy barwnikéw
F2 izoksafluton, mezotrion, sulkotrion, tembotrion,
topramezon
F4 chlomazon
G glifosat inhibitory enzymu syntazy EPSP
(uniemozliwiajg biosynteze
niektérych aminokwaséow)
H glufosynat inhibitory enzymu syntetazy
glutaminowej (niszcza
komoérki w wyniku wzrostu stezenia
amoniaku)
I asulam inhibitory enzymu DHP (zaktdcaja
podzialy komérkowe w czasie
kietkowania i poczatkowego
wzrostu chwastow)
K1 pendimetalina, propyzamid inhibitory
tworzenia i funkcjonowania
K2 chloroprofam mikrotubuli (zaktécaja podziaty
komoérkowe w czasie
kietkowania i poczatkowego
wzrostu chwastow)
K3 acetochlor, dimetachlor, dimetenamid-P, flufenacet, inhibitory biosyntezy kwaséow
metazachlor, metolachlor-S, napropamid, petoksamid ttuszczowych odtugich taicuchach
(VLCFA) (zakt6caja podziaty
komoérkowe w czasie
kietkowania i poczatkowego
wzrostu chwastow)
N etofumesat, prosulfokarb inhibitory syntezy lipidow
(w inny sposdb niz grupa A)
0 2,4-D, aminopyralid, chinomerak, chlopyralid, syntetyczne auksyny - regulatory
dichloroprop-P, dikamba, fluroksypyr, MCPA, MCPB, wzrostu
mekoprop, pikloram, trichlopyr
Z chinochlamina, siarczan zelaza nieznany mechanizmu dziatania

Inna klasyfikacja szereguje substancje niszczace ro$liny ze wzgledu na ich

dziatanie, selektywne i totalne. Zdecydowana wiekszo$¢ herbicydéw selektywne jedynie

na okres$long grupe roslin, np. wybrane gatunki dwuli$cienne lub jednoliScienne. Wsréod

herbicydéw wybidrczo dziatajacych najwazniejsza grupa sg tzw. inhibitory karboksylazy

acetylo-CoA, enzymu zaangazowanego w synteze kwasow ttuszczowych. Struktura

enzymu karboksylazy jest odmienna u roslin jedno- i dwulisciennych, wobec czego moga

by¢ stosowane selektywnie na chwasty jednoliScienne. Zahamowanie aktywnoS$ci

karboksylazy prowadzi do zatrzymania biosyntezy lipidow potrzebnych do budowy

bton komoérkowych. Herbicydy o tym mechanizmie dziatania po raz pierwszy pojawity

sie na rynku w 1979 roku. Selektywne wtasciwosci pozwalaja wykonywac zabiegi na

plantacjach w trakcie wegetacji, bez szkody dla roslin uprawnych.
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Inng grupe stanowig tzw. herbicydy totalne, ktére sa zdolne do niszczenia
praktycznie wszystkiej roslinnosci, a wiec wykorzystywane sg tam, gdzie istnieje
potrzeba redukcji wszystkich wystepujacych gatunkéw, np. przed zatozeniem plantacji
roslin uprawnych, torach kolejowych czy poboczach drog, a w ostatnich latach, w
gtownej mierze do desykacji plantacji przed zbiorem. W chwili obecnej, najbardziej
znane i powszechnie stosowane sg dwa herbicydy nieselektywne: glifosat i glufosynat,
wystepujace pod handlowymi nazwami Roundup oraz Basta, majacymi liczne inne
odpowiedniki. Preparaty te zaczeto stosowac¢ na duza skale w chwili wprowadzenia na
rynek roslin genetycznie modyfikowanych, odpornych na kazdy z wymienionych
zwigzkow. Przyktadowo, zmodyfikowana genetycznie soja wykazuje ekspresje biatka
GAT nadajacego tolerancje na herbicydy zawierajace glifosat oraz biatka GM-HRA
nadajacego tolerancje na herbicydy z grupy inhibitoréw syntazy acetylomleczanowe;j
(ALS). Inny rodzaj genetycznie modyfikowanej soi wykazuje zmniejszong ekspresje
enzymu omega-6-desaturazy, co skutkuje wysoka zawartos$cia kwasu oleinowego i
zmniejszong  zawarto$cia kwasu linolowego;  wykazuje takze  ekspresje
zoptymalizowanego genu Glycine max-hra, nadajacego tolerancje na herbicydy z grupy
inhibitoréw syntazy acetylomleczanowej (ALS). Glifosat hamuje aktywno$¢ enzymu
EPSPS, syntazy 5-enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanowej, bioracego u roslin
udziat w biosyntezie trzech niezbednych w produkcji biatek aminokwaséw:
fenyloalaniny, tyrozyny i tryptofanu. Glufosynat (fosfinotrycyna) hamuje natomiast
aktywno$¢ syntetazy glutaminowej, co prowadzi do nagromadzenia w ros$linnych
tkankach zabdjczych iloSci amoniaku. Powszechne stosowanie w rolnictwie glifosatu i
glufosynatu doprowadzito w ostatnich latach do pojawienia sie chwastow odpornych na
ich dziatanie - jest to jednak naturalny efekt wywierania silnej presji selekcyjnej w
agrocenozie, niezwigzany ani z mechanizmem dziatania wspomnianych herbicydéw, ani
tez z genetycznymi modyfikacjami roélin (Tao et al., 2017; Arias et al., 2017; Yanniccari
etal., 2015).

Inna klasyfikacja szereguje herbicydy ze wzgledu na spos6b dziatania miejscowy
lub uktadowy/systemiczny. Kazdy herbicyd, aby skutecznie wej$¢ w interakcje z
chwastami musi w odpowiednim stezeniu zosta¢ przetransportowany do wtasciwego
miejsca dziatania, gdzie zakloci ich kluczowe procesy zyciowe. Wchodzace w kontakt z
chwastami herbicydy moga by¢ pobierane réznymi drogami: przez cze$ci naziemne -

herbicydy nalistne; przez czesSci podziemne - herbicydy doglebowe; oraz jednoczes$nie
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przez czeSci podziemne i naziemne - herbicydy nalistno-doglebowe. Typowymi
herbicydami pobieranymi przez nadziemne cze$ci chwastow sg zwigzki o charakterze
hydrofilowym (logP < 2) jak np. florasulam, mezotrion, czy glifosat; substancje czynne o
charakterze stabych kwasow: MCPA, 2,4-D, chlopyralid, bentazon; oraz herbicydy
sulfonylomocznikowe. Przyktadami herbicydéw, ktore pobierane sg przez korzenie s3:
triazyny (np. terbutyloazyna), pochodne mocznika (np. linuron, chlorotoluron),
karbaminiany (np. chlorprofam, pendimetalina).

Obok niewatpliwych korzysci ekonomicznych wynikajacych ze stosowania
herbicydow ich uzycie niesie ze sobg wiele zagrozen. Nieracjonalne stosowanie srodkow
chwastobdjczych, poprzez takie ich cechy jak trwatos¢, zdolnos¢ do bioakumulacji, czy
mobilno$¢ w srodowisku, wptywa negatywnie na sSrodowisko oraz zdrowie cztowieka.

Do kompleksowej oceny zagrozen wynikajgcych z obecnosci herbicydéw w
Srodowisku, przewidywania ich loséw i analizy ryzyka zwigzanego z ich
wystepowaniem niezbedna jest identyfikacja i oznaczanie zaréwno zwigzkéw
macierzystych, jak i ich metabolitow oraz produktéw powstajacych podczas proceséw
degradacji zachodzacych w warunkach naturalnych. Zdarza sie bowiem, ze toksyczno$¢
metabolitow wielu herbicydéw jest znacznie wyzsza niz zwigzku wyjSciowego
(Golombieski et al., 2016; Carles et al., 2017).

Dla kazdej substancji czynnej stosowanej przy produkcji rolniczej okreslone sa
najwyzsze dopuszczalne poziomy pozostatosci (NDP). Bardzo czesto wartos¢ NDP
oprécz substancji macierzystej obejmuje sume jej metabolitow oraz produktéow
rozktadu (EU, 2005). Ustalenie wartosci NDP poprzedzone jest oceng ryzyka zwigzanego
z pobraniem pozostatosci pestycydu wraz z produktami spozywczymi.

Liczne doniesienia naukowe wskazujg na wystepowanie pozostatosci herbicydéw
w zywnos$ci pochodzenia roslinnego: owocach i warzywach (Lozowicka et al., 2016;
Szpyrka et al., 2015; Paulsen et al., 2017; Bakirci et al., 2014); zbozach (Walorczyk, 2008,
Lee et al., 2016); roslinach oleistych (Ballesteros et al., 2006) czy ziotach (Taha and
Gadalla 2017; Liu et al., 2018). Ponad to wielokrotnie wskazywano na wystepowanie
Sladowych stezen herbicydéw oraz ich metabolitéw w réznych elementach srodowiska,
takich jak: wody powierzchniowe, gruntowe oraz woda pitna (Herrero-Hernandez et al.,,
2017; Kamata et al,, 2017; Santos et al,, 2013, Hladik et al., 2008), gleba (Stipicevic et al.,
2015; Silva et al,, 2017; Scherr et al.,, 2017), osady denne (Devault et al., 2009; Calderon
et al,, 2016; Skiff et al., 2017), organizmy wodne (Golombieski et al., 2016; Hasenbein et
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al, 2017, Reindl et al, 2015; Chang et al, 2016). Pozostato$ci tych zwigzkéw
odnotowane takze w organizmach pozytecznych - pszczotach, traktowanych jako
bioindykatory zanieczyszczenia $rodowiska (Hakme et al., 2017; Lépez et al.,, 2016;
Kiljanek et al., 2016). Niepokojacy jest rowniez fakt stwierdzenia obecnosci herbicydow
w moczu (Conrad etal., 2017; Zouaoui et al., 2013), krwi (Wang et al., 2008; Chang et al.,
2017), a nawet w mleku matek (Steinborn et al., 2016). Nieliczni autorzy wskazuja na
bezposrednie zagrozenie herbicydami zdrowia i zycia cztowieka (Mesnage et al.,, 2015;
Romano et al., 2012; Main et al,, 2010). Do negatywnych skutkéw dziatania herbicydow
mozna takze zaliczy¢ niszczenie pozytecznej roslinnos¢ bytujacej na danym obszarze
(Grekul et al, 2005;), a takze coraz powszechniejsze zjawisko uodporniania sie
chwastéw na poszczegdlne substancje herbicydéw (Greek and Owen, 2011; Schutte et
al, 2017), wynikajace gtéwnie z niewtasciwego ich doboru i stosowania, przy
jednoczesnym zaniechaniu metod zapobiegawczych oraz agrotechnicznych.

Monitorowane pozostatosci herbicydéw pochodza niemalze ze wszystkich grup
chemicznych: sulfonylomocznikéw (Ghobadi et al., 2015), fenylomocznikéw (Hasenbein
et al, 2017), fekoksykwaséw (Skiff et al., 2017), chloroacetanikotéw (Hladik et al.,
2008) oraz tych, ktére charakteryzujace sie duza trwatoscig jak triazyny (Calderon et al.,
2016). Zachowanie odpowiedniego balansu pomiedzy stosowaniem herbicydow w
produkcji rolniczej, a produkcja bezpiecznej zywnosci przy jednoczesnym zachowaniu
troski o S$rodowisko, jest zadaniem priorytetowym wspoétczesnego rolnictwa. Do
realizacji tego celu, niezbednym jest wypracowanie analitycznego warsztatu
badawczego umozliwiajacego prowadzenie wiarygodnych badan monitoringowych w
zywnosci oraz réznych elementach srodowiska.

Obecnie lista substancji czynnych $rodkéw chwastobdjczych jakie powinny by¢
kontrolowane (EU 2012; 2014) przekracza sto pozycji i z roku na rok jest rozszerzana.
Obserwuje sie réwniez trend do oznaczania opr6cz substancji macierzystych réwniez
ich metabolitéw na coraz nizszych poziomach stezen (ponizej 0,01 mg/kg).

W analizie pozostatoSci herbicydow Kkluczowa role odgrywaja metody
wielopozostatoSciowe (ang. multi-residue methods - MRM), pozwalajace na detekcje
wielu zwigzkéw rownocze$nie. Wymagania stawiane analizie wielopozostato$ciowej, to
izolacja mozliwie jak najwiekszej liczby pestycydéw w jednym toku analitycznym,
akceptowalne odzyski, efektywne usuniecie substancji interferujacych w celu unikniecia

efektu matrycy, wzbogacenie analitu i poprawienie czutos$ci, dobra precyzja, niski koszt,
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a takze szybkos¢, tatwosc i bezpieczenstwo wykonania. Do tej pory, pomimo wyraznego
skoku technologicznego, wszelkie proby znalezienia jednej uniwersalnej metody nie
sprawdzity sie. Niektére substancje czynne w dalszym ciggu wymagaja stosowania
procedur dedykowanych pojedynczym analitom (ang. single-residue methods - SRM), co
generuje wysokie koszty badan i wydtuza czas analizy.

Badanie pozostatosci sktada sie z dwoch podstawowych etapow - przygotowania
probki do analizy instrumentalnej oraz wykonania oznaczen jakoSciowych jak i
iloSciowych, gtéwnie technikami chromatograficznymi.

Pierwszy etap polega na wyizolowaniu pozostato$ci herbicydow z prébki i
usunieciu substancji naturalnych w niej zawartych, przeszkadzajacych w wykonaniu
analizy instrumentalnej. Jest on krytycznym punktem calego procesu analizy, ze
wzgledu na obecno$¢ w matrycy m. in. cukrow, lipidéw, steroli, woskéw, chlorofilu lub
innych barwnikéw oraz innych sktadnikéw, zaktécajacych tto podczas analizy
chromatograficznej. Organ Komisji Europejskiej, Generalna Dyrekcja ds. Zdrowia i
Bezpieczenistwa Zywnoéci w dokumencie SANTE 11945/2015 klasyfikuje produkty
zywno$ciowe jako o: wysokiej zawartosci wody; wysokiej zawartosci kwasoéw i wysokiej
zawarto$ci wody; wysokiej zawartosci cukréw i niskiej zawarto$ci wody, wysokiej
zawartoSci ttuszczy i niskiej zawartosci wody; wysokiej zawartosci skrobi i/lub biatka
oraz niskiej zawartosci wody i ttuszczy (SANTE 2016). Ze wzgledu na ztoZzony charakter
matryc etap ten jest bardzo istotny dla catej procedury gdyz decyduje o tym, czy obecne
w probce pozostatosci zostang w pelni wyodrebnione i zidentyfikowane podczas badan
instrumentalnych. Sposoéb przygotowania zalezy przede wszystkim od rodzaju
oznaczanych substancji, ich rozpuszczalnoSci w wodzie i rozpuszczalnikach
organicznych, polarnosci, lotnosci czy trwatosci. W literaturze naukowej mozna spotkac
wiele réznych procedur przygotowania prébek. NajczesSciej stosowanymi technikami
ekstrakcji herbicydéow z réznych matryc sg ekstrakcja typu ciecz-ciecz, ekstrakcja do
fazy statej (Crespo-Corral et al.,, 2008), chromatografia zelowa (Patel et al., 2005) czy
technika rozproszenia matrycy na fazie statej (Ferrer et al, 2005; Lozowicka et al,,
2009). Obserwowane obecnie trendy w przygotowaniu prébek zawieraja w sobie uzycie
mniejszych nawazek analitycznych, stosowanie przyjaznych $srodowisku metod oraz
szybsze i mniej ucigzliwe etapy przygotowania z dobrymi odzyskami i precyzja. W
ostatnich latach powszechne zastosowanie w przygotowaniu probek materiatu

roslinnego do analizy pestycyddéw znalazta metoda okresSlana akronimem QuEChERS
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(ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) zaproponowana przez
Anastassiadesa i in. w 2003 roku (Anastassiades et al., 2003). Gtéwnymi zaletami tej
metodyki sg szybko$¢, prostota, dobre odzyski pestycydéw o réznych wiasciwosciach
fizykochemicznych przy niskim stezeniu w ztozonych matrycach, oraz znaczna redukcja
objetosci uzywanych rozpuszczalnikow organicznych (Oshita and Jardim 2014).
Przygotowanie probki jest etapem w duzym stopniu decydujacym o doktadnosci
wynikéw analizy. Proces ten, czesto z powodu niedoskonatosci technik
instrumentalnych, bardzo czesto wymaga dodatkowego etatu oczyszczania czyli
catkowitego lub czeSciowego usuniecia sktadnikow matrycy (ang. clean-up). Jednakze, ze
wzgledu na ogromng roznorodno$¢ matryc, w przypadku badanych pozostatosci
herbicydéw, nie ma jednoznacznie okreslonych przepisoéw przygotowania prébek do
analiz w sposéb znormalizowany. Zespoty naukowcéw w laboratoriach oznaczajacych
pozostatosci pestycyddéw zmuszone sg zatem same opracowywac metody analityczne na
podstawie wlasnego doswiadczenia czy tez dostepnych publikacji naukowych.
Dodatkowo nieustannie zmieniajgce sie przepisy prawa oraz wprowadzanie na rynek
nowych substancji czynnych wymuszajg ciagly rozwéj i doskonalenie procedur

badawczych oraz dalsze poszukiwanie nowych, bardziej uniwersalnych metod.

Drugi etap procedury badawczej polega na zoptymalizowaniu warunkéw analizy
instrumentalnej w sposob pozwalajacy na oznaczenie jakosciowe i iloSciowe jak
najwiekszej liczby analitow z jak najlepsza czuto$cia. W analizie pozostatosci
herbicydow wykorzystuje sie gtownie techniki chromatograficzne po to, by moc objac
zakresem badan jak najwieksza liczbe substancji czynnych. Do konica XX wieku do badan
wykorzystywano przede wszystkim chromatografy gazowe wyposazone detektory :
wychwytu elektronéw, azotowo-fosforowy, ptomieniowo fotometryczny i detektor mas
(Crespo-Corral et al., 2008 , Lozowicka et al.,, 2012, Santos-Delgado et al.,, 2000) oraz
wysokocisnieniowe chromatografy cieczowe, z detektorami diodowymi (Chao et al.
2002; Zhou et al. 2006; Gallitzendorfer et al. 2011) lub fluorescencyjnymi (Qian et al.,
2009). Wielkim przetomem w analizie pozostatosci byto pojawienie sie pierwszych
chromatograféw gazowych i cieczowych z tandemowgq spektrometrig mas (GC-MS/MS;
LC-MS/MS). Urzadzenia te pozwalaja na szybkie oznaczenie nawet do kilkuset zwigzkow
i charakteryzuja sie wysoka czuloScia, bowiem przewaznie daje sie za ich pomoca
oznaczy¢ pozostatosci pestycydéw na poziomie 0,01 mg/kg lub nizszym. W jednym

biegu chromatograficznym mozna identyfikowaé, oznacza¢ i potwierdza¢ obecno$¢
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zwigzku w prébce, co wptywa na skrécenie czasu analiz. Szczegélnie wazny w analizie
pozostatosci okazat sie chromatograf typu LC-MS/MS, poniewaz umozliwit oznaczanie
pozostatosci wielu zwigzku polarnych, w szczeg6lnosci pozostatosci herbicydéw i ich
metabolitow, ktore wczesSniej nastreczaly powazne trudnosci analityczne (Gilbert-Lopez
et al, 2010; Jiang et al., 2012; Lacina et al., 2012). Spora nowoScig i duza nadziejg w
analizie pozostatoSci pestycydow jest rowniez spektrometria mas czasu przelotu (TOF-
MS) (Garcia-Reyes et al., 2007; Mezcua et al., 2009), ale na razie jeszcze trudno w petni

ocenic¢ jej przydatno$¢ w tego typu analizie.

Opracowang metode mozna zastosowa¢ w badaniach pod warunkiem, zZe
zostanie ona zwalidowana zgodnie z wytycznymi dotyczacymi walidacji metod i
procedur kontroli jako$ci w analizie pozostatosci pestycydow (SANCO 2014; SANTE
2016). W trakcie walidacji nalezy wyznaczy¢ dla badanych zwigzkéw parametry
metody, tj. selektywnos¢, specyficznosé, liniowo$¢, doktadno$é, precyzje, powtarzalnosé
i odtwarzalno$¢, granice oznaczalno$ci oraz niepewnos¢, przy czym parametry te muszg
spetni¢ okreslone kryteria gwarantujace, Zze metoda jest wiarygodna, tzn. pozwala na
osigganie poprawnych wynikéw. Ponadto, stosowane metody badawcze powinny by¢
zweryfikowane poprzez udziat w badaniach biegtosci, najlepiej miedzynarodowych z
duza liczba uczestnikéw, w tym w corocznych badaniach biegtosci, organizowanych
przez wilasciwe krajowe i unijne laboratoria referencyjne (EU, 2004). Ze wzgledu na
ogromng wage uzyskiwanych wynikow, a w szczegdlnosci badan urzedowych, ktére w
skrajnych przypadkach moga decydowac o zniszczeniu niebezpiecznej partii produktu,
zagrazajacej zdrowiu ludzi lub zwierzat, w Unii Europejskiej wprowadzono wymaég
posiadania akredytacji przez laboratoria urzedowe, zgodnej z norma EN-ISO/IEC 17025
(EU, 2004). Ma to na celu zapewnienie stosowania w badaniach metod niezawodnych,

gwarantujacych wiarygodnos$¢ uzyskiwanych wynikéw badan.

Gtéownym kierunkiem badawczym podjetym w monotematycznym cyklu prac
stanowiqgcych szczegolne osiggniecie bylo opracowanie i optymalizacja metod
izolacji/ekstrakcji oraz oznaczania herbicydéw w oparciu o nowoczesne i efektywne
techniki analityczne. Kontrola pozioméw pozostatosci herbicydéow w plodach
rolnych oraz elementach sSrodowiska jest jednym z podstawowych narzedzi
zapewnienia bezpieczenistwa zdrowia ludzi i zwierzqt. Wielos¢ oznaczanych

zwiqzkow, ztozony charakter matryc oraz wymagane niskie granice oznaczalnosci
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powodujq, ze powodujg, ze brakuje w dziedzinie analityki pozostatosci herbicydow
odpowiednich procedur analitycznych. Stqd istotng motywacjq podjecia opisanej
powyzej tematyki badawczej, byta potrzeba opracowania stosownych narzedzi
analitycznych. Majgc na uwadze powyzsze zagadnienia podjeto:
* Badania nad ocenq efektywnosci izolacji/ekstrakcji i oczyszczania
herbicydéw z materiatu roslinnego i Srodowiskowego
* Badania nad dobrem warunkéw analizy chromatograficznej oraz
parametréw detekcji herbicydow za pomocq tandemowej kwadrupolowej
spektrometrii mas.
* Badania walidacyjne zgodnie z obowiqzujqgcymi zaleceniami.
* Badania aplikacyjne i wdroieniowe opracowanych metodyk do badan

rutynowych.

Ze wzgledu na zagrozenia wynikajace z powszechnego stosowania, czesto w
sposéb nieracjonalny, herbicydow bezwzglednie nalezy monitorowac ich pozostatosci
oraz metabolity i produkty przemian w ptodach rolnych przeznaczonych do produkcji
zZywnosci i pasz, zapewniajac przy tym bezpieczenstwo zdrowia ludzi i zwierzat oraz
réznych elementéw S$rodowiska. Szczegélng uwage nalezy zwrdéci¢ na herbicydy
charakteryzujace sie bardzo wysokim zuzyciem (np. glifosat, 2,4-D, MCPA, herbicydy
sulfonylomocznikowe), wysoka trwatoscia (np. terbutyloazyna, dikwat, lenacyl,
diflufenikan), a takze tych, ktére sa przedmiotem doniesien naukowych wzbudzajacych
kontrowersje odnos$nie ich szkodliwego wptywu na zdrowie ludzi i sSrodowisko.

Szeroko wykorzystywang w srodkach ochrony roslin majacych zastosowanie do
powschodowego zwalczania chwastéw dwulisciennych w zbozach, trawach nasiennych,
kukurydzy grupa zwigzkoéw stanowia tak zwane herbicydy fenoksykwasowe (Tab 1,
grupa O). Po raz pierwszy zostaty zsyntetyzowane w 1945 r. Byty to pochodne kwasu
fenoksyoctowego, znane pod nazwami 2,4-D i MCPA, pierwsze selektywnie dziatajace
herbicydy pochodzenia organicznego. Kolejne, ktore uzyskano to pochodne kwasu
fenoksymastowego: MCPB, mekoprop i izomer mekoprop-P oraz dichloroprop i izomer
dichloroprop-P. Ta popularna grupa substancji czynnych, okresSlana jako herbicydy
kwasne (ang. acidic herbicides - HA), jest uzupetniona zwigzkiem dikamba, pochodna

kwasu benzoesowego. Wraz z rozwojem herbologii do grupy inhibitoréw wzrostu i
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rozwoju w pézniejszym okresie dotgczyty pochodne kwasu pirydynokarboksylowego,
jak: aminopyralid, chlopyralid, fluroksypyr, pikloram i trichlopyr oraz chinomerak -
pochodna kwasu chinolinokarboksylowego. Dziatanie zwigzkéw HA, ktére bardzo
przypomina aktywnos$¢ naturalnych hormonéw roslinnych (auksyn) sprawia, zZe istnieje
mate ryzyko pojawiania sie odpornos$ci chwastow na te substancje (Praczyk and
Skrzypczak 2004).

W 2012 roku sprzedaz HA stanowita ponad 20% catkowitej sprzedazy herbicydow w
Polsce (Dmochowska, 2013). Z uwagi na do$¢ duza w strukturze powierzchni liczbe
gospodarstw matych i Srednich, gdzie cena jest czesto podstawowym wyznacznikiem
stosowanego poziomu ochrony, zwigzki te jeszcze przez wiele lat beda z pewnoScia
powszechnie wykorzystywane w odchwaszczaniu upraw. Ze wzgledu na ich dobrag
rozpuszczalnos¢ w wodzie zwigzki te tatwo przemieszczajg sie przez ekosystem
rolniczy, powodujac w ten sposéb zanieczyszczenie gleb, wéd podziemnych i powietrza
(Hua et al, 2006). Rozlegte stosowanie tych herbicydéw moze w koncu wywieraé
powazne skutki dla srodowiska oraz organizmy nie bedace przedmiotem zwalczania
(Koesukwiwat et al., 2008). Ogélnie HA wykazuja umiarkowang toksycznos¢; jednak
niektére chlorowane metabolity s3 bardzo toksyczne dla organizméw wodnych
(Cserhati and Forgacs, 1998) i ludzi powodujac powazne zaburzenia endokrynologiczne
(McKinlay et al., 2008).

Jedna z najbardziej popularnych grup stosowang w systemach rolniczych do
przed- i powschodowego zwalczania chwastéw jedno- i dwuliSciennych w uprawach
stanowig herbicydy sulfonylomocznikowe (HSUs) (Tab 1, grupa B) (Brown, 1990; Hang
et al,, 2012). Pod wzgledem chemicznym SUs reprezentuja jednorodng grupe o ogélnym
wzorze R1-NH-0=C-NH-S02-R2(-R3), gdzie podstawik R3 jest kluczowym czynnikiem
powodujagcym znaczne zmiany w selektywno$ci wzgledem poszczegélnych gatunkéw
chwastéw. Sposob dziatania polega na zahamowaniu syntazy acetolaktonowej, jednego z
kluczowych enzyméw w szlaku biosyntezy takich aminokwaséw jak: walina, leucyna i
izoleucyna (Panten et al, 1996). Wraz z rosngcym zastosowaniem SUs, pojawit sie
problem ich pozostatosci w ptodach rolnych oraz ich wptyw na zdrowie ludzkie i
Srodowisko. Jednocze$nie mogg powodowa znaczne uszkodzenia gatunkéw roslin
innych niz docelowe, miedzy innymi takich jak rzepak, powodujac tym samym znaczne

ograniczenia w uprawach nastepczych. Konsekwencja s3 ostrzejsze najwyzsze
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dopuszczalne poziomy pozostatosci (NDP) niektérych HSUs, np. dla amidosulfuronu w
pszenicy warto$s¢ NDP obniZono z poziomu 0,5 mg/kg do 0,01 mg/kg.

W ostatnich latach zuzycie nieselektywnych herbicydéw takich jak: glufosynat,
glifosat, hydrazyd kwasu maleinowego, chlormekwat, diquat i mepiquat ciggle wzrasta
ze wzgledu na niskie koszty i wysoka skuteczno$¢ (EUROSTAT, 2016). Grupa ta,
okresSlana jako silnie polarne herbicydy (ang. high polar herbicides - HPH) jest
powszechnie stosowana w nowoczesnej praktyce rolniczej do zwalczania chwastow, a
takze do desykacji upraw zbozowych, kukurydzy i rzepaku (Benbrook, 2016;
EUROSTAT, 2016). Herbicydy te i ich metabolity sg bardzo dobrze rozpuszczalne w
wodzie i stabo rozpuszczalne w wiekszosci rozpuszczalnikéw organicznych, wykazuja
niska toksyczno$¢ wzgledem ssakéw i nie powinny wywotywaé niekorzystnych
skutkéw zdrowotnych wobec ludzi (Townsend et al., 2017; Stephenson and Harris
2016). Jednak ich wptyw na zdrowie i Srodowisko budzi wsréd réznych srodowisk wiele
kontrowersji i podlega ciggtej dyskusji, a czes¢ badan sugeruje ich szkodliwe dziatanie
(Mesnage et al., 2015; Conrad et al., 2017).

Intensywne wykorzystanie agrochemikaliow, szczegélnie herbicydéw jest wazna
metodologia wzrostu plonu. Dlatego tez, opracowujac metody analizy pozostatosci tej
grupy Srodkéw ochrony roslin szczegdlng uwage nalezy poswieci¢ uprawom w
produkcji ktérych na duza skale prowadzi sie ochrone herbicydowa, badzZ tez ubocznym
skutkom ich stosowania jakim jest zanieczyszczenie rdéznych elementéow
agroekosystemow.

Ponad 65% S$wiatowej produkcji rolnej stanowig zboza. Ochrona zbdz przed
chwastami jest jedna z najwazniejszych czynnos$ci w ich uprawie. Zmiany w strukturze
zasiewéw w Polsce prowadza do duzej koncentracji zbéz, dlatego szkodliwo$¢
chwastéw w zbozach jest sprawg oczywista i bez ochrony herbicydowej nie uzyska sie
wysokich i dobrej jakos$ci plon6w. Ponad to, w ostatnich latach obserwuje sie zmiany w
stanie zachwaszczenia zb6z, np. wskutek zmian w technologii uprawy i zbioru czy w
nawozeniu. Chwasty w zbozach zmniejszajg ilo$¢ dostepnych sktadnikéw pokarmowych
dla roslin uprawnych, przez co maleje potencjat plonowania. Dodatkowo powoduj3
wyleganie zbdz, co utrudnia ich zbiér. Idac dalej, ziarno zbéz zanieczyszczone nasionami
chwastéw osigga nizsze ceny w skupie, ale réwniez podawane w paszach wptywa

niekorzystnie na zwierzeta gospodarskie.
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W obrocie handlowym znajduje sie wiele r6znych herbicydéw, co pozwala na ich
wybér w zaleznoSci od stanu i stopnia zachwaszczenia i zapewnia ograniczenie
wystepowania chwastow. Ws$réd herbicydéw zwalczajacych chwasty dwuliscienne
najbardziej popularne sg tzw. regulatory wzrostu, czyli sSrodki zawierajace w swoim
sktadzie 2,4-D, MCPA, dikambe, mekoprop, dichlorprop lub fluroksypyr. Bardzo czesto w
praktyce rolniczej stosowane s3 herbicydy sulfonylomocznikowe (HSUs)
charakteryzujace sie szerokim spektrum zwalczanych gatunkéw chwastéw.

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost powierzchni upraw roslin oleistych, w
szczegblnosci rzepaku. Jest to $cisle zwigzane ze wzrostem optacalnosci tych upraw, co
wynika przede wszystkim z mozliwosci coraz szerszego wykorzystania nasion nie tylko
w przemysle spozywczym ale takze do produkcji biopaliw. Z roslinami oleistymi
zwigzanych jest kilkadziesigt gatunkéw chwastéow, ktére roéznig sie miedzy sobag
trwatos$cig, biologiag, konkurencyjnoscig, wielkoscig itp. Nalezy tu cata grupa
krzyzowych, rumianowatych, przetacznikéow, i in. Wiekszos¢ gatunkéw towarzyszy
uprawie przez caty okres wegetacyjny, jak np.: gwiazdnica pospolita, fiotek polny,
maruna bezwonna, rumianki, przytulia czepna, tasznik pospolity i tobotki polne, s3
réwniez gatunki licznie wystepujace jesienia np.: samosiewy zb6z, komosa biata,
gorczyca polna. Szkodliwo$¢ chwastow przy zaniechaniu pielegnowania plantacji moze
skutkowa¢ obnizka plonéw o 10-30% jednak przy braku ochrony straty moga byc¢
znacznie wieksze. Uzyskanie wysokiego plonu uzaleznione jest od starannej i
prawidtowej agrotechniki oraz intensywnej ochrony przed chwastami, ktéra w gtownej
mierze oparta jest o substancje czynne takie jak: aminopyralid, bifenox, chinomerak,
chlomazon, chlopyralid, dimetachlor, dimetenamid-P, metazachlor, napropamid,
pikloram, propyzamid.

Ro$ling uprawng o stosunkowo duzym znaczeniu gospodarczym, pomimo iz w
Polsce zajmuje tylko 2% w strukturze zasiewdw, jest burak cukrowy. Wykorzystuje sie
go jako surowiec do produkcji cukru, a odpady z produkcji (wystodki i melasa) sg
wykorzystywane w zywieniu zwierzat oraz w gorzelnictwie. Buraki cukrowe, ze
wzgledu na powolny wzrost we wczesnych fazach rozwojowych, narazone sg na silng
konkurencje ze strony chwastéw. Dlatego zwalczanie chwastéw jest bardzo waznym
czynnikiem plonotwoérczym. W gospodarstwach uprawiajacych buraki cukrowe na duza
skale utrzymanie plantacji nie zachwaszczonej, bez uzycia Srodkéw chemicznych jest

bardzo trudne, wrecz niemozliwe. Dlatego powszechnie stosuje sie odchwaszczanie
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chemiczne, w ktérym zaleca sie stosowanie takich substancji czynnych jak: fenmedifam,
desmedifam, etofumesat, lenacyl, metamitron, S-metolachlor, trialat, triflusulfuron
metylowy, chlopyralid, chlorydazon, a z graminicydéw do zwalczania chwastéw
jednolisciennych: chizalofop, fluozyfop, haloksyfop, propachizafop, chletodym,
cykloksydym, teproloksydym. Tak intensywnie prowadzona ochrona niesie za soba
ogromne ryzyko wystgpienia pozostatosci chemicznych $rodkéw ochrony roslin,
zaroOwno w samym buraku jak i produktach jego przetwarzania.

Ubocznym skutkiem stosowania herbicydow jest zanieczyszczenie Srodowiska w
ktorym moga ulega¢ one roznym przemianom. Jednocze$nie zachodzi tez ich
przemieszczanie miedzy réznymi elementami Srodowiska. Herbicydy moga by¢
przemieszczane przez wiatr z miejsc zabiegéw na sgsiednie uprawy i tereny, gdzie sa
nieporzadanie lub szkodliwe. W swej pierwotnej formie lub w postaci produktéw
rozpadu przenikajg do gleby i wody stanowigc zagrozenie dla organizmoéw niebedgcych
przedmiotem zwalczania.

Sladowe zawartoéci herbicydéw w ztozonych matrycach sprawiaja, ze zaréwno
etap przygotowania probki jak i analizy instrumentalnej musi by¢ specjalnie
optymalizowany. Podczas opracowania procedury konieczna jest gleboka wiedza na
temat wiasciwosci badanych zwigzkdéw, jak réwniez specyficznych cech matrycy w
ktorych sg analizowane (np. biatka czy tluszczy). Umozliwia to odpowiedni dobdr
rozpuszczalnikow do ekstrakcji oraz sposdb oczyszczania otrzymanego ekstraktu.
Parametry fizyko-chemiczne badanych czasteczek majg réwniez istotny wplyw na
warunki analizy instrumentalnej, takie jak dobo6r kolumny chromatograficznej, fazy

ruchomej czy warunkéw detekcji.

Przeglad literatury, oraz wtasne doswiadczenia wskazywaty, Ze odpowiednia do
realizacji zamierzonych celéw oznaczania pozostatosci herbicydow o zréznicowanych
wtlasciwosciach (prace H1-H7) bedzie technika chromatografii cieczowej potaczona z
tandemowa kwadrupolowg spektrometria mas w trybie monitorowania wybranych
reakcji MRM (ang. multiple reaction monitoring).

W pierwszym etapie badan opracowano i zoptymalizowano parametry detekc;ji.
W tym celu roztwory wzorcowe poszczegélnych herbicydow o stezeniu 0,1 pg/ml
wprowadzono do spektrometru mas i okreSlono parametry jego pracy. Pierwszym

rozpatrywanym aspektem byto okreSlenie najbardziej wtasciwego sposobu jonizacji
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(ESI - ang. electrospray ionization, APCI - ang. atmospheric pressure chemical
ionization). Dla wszystkich badanych zwigzkéw obserwowano znacznie nizszg
intensywnos$¢ (wysokos$¢ i pole powierzchni pikéw), gdy stosowano jonizacje APCI, w
poréwnaniu do jonizacji ESI. Dlatego tez w pracach H1-H7 zastosowano jonizacje na
drodze elektrorozpraszania (ESI), dla ktorej obserwowano najwieksza intensywnos$¢
sygnalow. Nie bez znaczenia byt tez tryb tworzenia jondw, ujemny czy dodatni. Ujemna
jonizacje wykorzystano w przypadku analizy herbicydéw o charakterze kwasnym (HA)
(H6 i H7). W pozostatych przypadkach znaczaco lepsze wyniki uzyskiwano w trybie
rejestracji jonéw dodatnich (H1-H5, H7). Istotnym czynnikiem wptywajacym na
efektywnos$¢ jonizacji byt dodatek do roztworéw wzorcowych niewielkich ilosci
mréwczanu amonu, ktéry powodowat znaczacy wzrost sygnatu detektora.

Pracujac w trybie pelnego skanowania dla kazdego analitu wybrano przejscia jon
macierzysty - jon fragmentacyjny o najwiekszej intensywnosci, ktére wykorzystano do
tworzenia przej$¢ jon macierzysty - jon fragmentacyjny w trybie MRM. Warto dodaé, ze
dla kazdego herbicydu zaproponowano dwa takie przejScia, co znacznie zwiekszyto
wiarygodno$¢ analiz jako$ciowych i zapewnito jednoznaczng identyfikacje analitéw. W
wiekszosci przypadkéw protonowane czasteczki ([M+H]*) wybrano jako jony
macierzyste, z wyjatkiem przypadkow, gdzie wzgledna intensywno$¢ adduktu
amonowego ([M+NH4]*) byta zdecydowanie wyzsza (butafenacyl, desmedifam,
etofumesat, fluoroglikofen-etyl, izoksadifen-etyl i izoksaflutol) (H2).

W kolejnym etapie badano reakcje fragmentacji wybranych jonéw, dobierajac
parametry detektora charakterystyczne dla kazdego zwigzku w nastepujacych
zakresach: potencjal rozgrupowania klastrow, energia zderzen, oraz potencjal wyjscia
jonébw z Kkomory zderzen. Dla wszystkich przypadkéw rejestrowano widma
fragmentacyjne przy réznych wartosciach energii zderzen. We wszystkich przypadkach
przytozenie niskiej wartoSci energii Kkolizji prowadzilo do powstania jonéw
fragmentacyjnych o wyzszych masach czasteczkowych. Zwiekszenie wartosSci energii
zderzen skutkowalo wzrostem intensywnoSci sygnatéw jonéw fragmentacyjnych o
nizszych masach czasteczkowych, a fragmenty o wyzszych masach nie byty
obserwowane na widmach. Dla kazdej pary MRM wybrano taka warto$¢ energii kolizji,
dla ktérej uzyskano najwieksza czutosc¢.

[stotnym elementem prac prowadzonych nad doborem warunkéw detekcji

MS/MS byto okresSlenie optymalnych parametréow zrodia jondéw: ciSnienia gazu
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ostonowego, wspomagajacego rozpylanie oraz pomocniczego, temperatury oraz
napiecia przytozonego do elektrody. Szczeg6élnym wyzwaniem byto dobranie w/w
parametréow w przypadku analizy mieszanin 120 herbicydéw (H2), czy tez mieszanin
herbicydéw z innymi pestycydami (320 s.cz.) (H4 i H5).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, iz tandemowy kwadrupolowy
spektrometr mas stanowi selektywny i czuty detektor, ktéry pozwala na jako$ciows i
iloSciowaq analize $§ladowych ilosci pojedynczych lub zréznicowanych grup herbicydow.
Przeprowadzenie wiarygodnej analizy z zastosowaniem spektrometru mas na drodze
ztozonych kompleksowych badan wymagato okreslenia wpltywu wielu czynnikéw na
intensywnos$¢ sygnatu pochodzacego od kazdego badanego zwigzku. W trakcie badan
wykazano, Ze na efektywno$¢ jonizacji herbicydéw w Zrédle jonéow wptywajg ich
wilasciwosci (m.in. pKa, polarno$¢) oraz parametry pracy spektrometru mas (ci$nienia
gazu ostonowego, wspomagajacego rozpylanie oraz pomocniczego, temperatury oraz

napiecia przytozonego do elektrody).

Dalsze prace badawcze ukierunkowane byly na opracowanie oryginalnych
chromatograficznych metod rozdzielenia herbicydéw, bedacych przedmiotem
osiagniecia. W skiad rozdzielanych mieszanin wchodzity zwigzki o zréznicowanych
cechach fizyko-chemicznych (zr6znicowana lipofilowos$¢, charakter kwasowo-zasadowy,
rozne rodzaje i iloSci grup funkcyjnych w czasteczce), ktére decydowaty o ich
wtasciwosciach retencyjnych.

Optymalne warunki analizy chromatograficznej okreslono na podstawie
dostepnych informacji na temat wtasciwosci agalitéw, takich jak: masa czasteczkowa,
warto$¢ logP czy pKa. W trakcie badan dokonano oceny wptywu: rodzaju wypeinienia
kolumny, jej temperatury; sktadu, pH fazy ruchomej oraz natezenia jej przeptywu fazy
ruchomej; programu elucji. Zasadniczym celem optymalizacji instrumentalnego procesu
chromatograficznego byto uzyskanie maksymalnego rozdzielenia, najlepszej czutosci
oraz zadowalajacej powtarzalnosci, przy jednoczesnym mozliwie najkrétszym czasie
analizy (do 30 minut). Pomimo, iz catkowite rozdzielenie sygnatéw
chromatograficznych wspételuujacych zwigzkéw nie jest konieczne w stosowanym
trybie MRM, to w znaczacy sposob wptyneto na zwiekszeni czutos¢ i selektywnos¢

metody poprzez zmniejszenie wptywu sktadnikéw matrycy na wyniki pomiarow.



Zatqgcznik nr 2a - AUTOREFERAT

Odmienne czasy retencji poszczegdlnych analitow stanowity dodatkowy parametr
pozwalajacy na ich identyfikacje w badanych prébkach.

Szczegblny aspekt prowadzonych badan stanowit wybdér odpowiedniej fazy
stacjonarnej kolumny chromatograficznej do rozdzielania herbicydéw w odwr6conym
uktadzie faz (H1, H2, H4, H6, H7). W tym celu przeprowadzono badania na szeregu
kolumn o zr6znicowanych parametrach (dtugos¢, sSrednica, wielko$¢ ziaren, polarnosc)
dedykowanych do ultra-sprawnej chromatografii cieczowej. W przypadku metod analizy
niewielkiej liczby herbicydéw (do 40 s.cz.) (H1 i H3) zadowalajace rezultaty osiggnieto
stosujac kolumne z uniwersalnym wypeinieniem oktadecylowego C18 SunFire (75 mm x
2,1 mm, 2,5 pm). Jednakze rozszerzenie zakresu badawczego do 120 s.cz. herbicydow
wymagato wydtuzenia czasu analizy (do 50 minut). Otrzymane pasma
chromatograficzne herbicydéw zarejestrowane podczas analizy na kolumnie z
wypetnieniem C18 byty szerokie i asymetryczne, co istotnie wptyneto na czutos¢
metody. W efekcie koncowym rozdzielenie chromatograficzne 120 herbicydéw (H2)
przeprowadzono wykorzystujac kolumne typu core-shell Kinetex C18 (100 mm x 2,1
mm, 2,6 um). Wypetnienie tej kolumny stanowi staty nieporowaty rdzen silikonowy na
ktéorym osadzona jest porowata warstwa krzemionki na powierzchni ktorej
immobilizowana jest monowarstwa dimetylo-n-oktadecylosilanu. Tak zwigzana faza jest
,endcappowana” za pomocg odpowiedniego odczynnika w celu maksymalnej
dezaktywacji krzemionki. Wypetnienie to pozwolito na uzyskanie bardzo wysokiej
sprawnosci kolumny i osiggniecie bardzo dobrych rozdzielczoSci pikow. Dzieki
zastosowaniu kolumny typu core-shell Kinetex C18 mozliwe byto rozbudowanie metody
chromatograficznej, pozwalajgcej jednoczesSnie analizowa¢ ponad 340 substancji
czynnych pestycydéw (ponad 120 herbicydéw, 130 zoocydéw i 90 fungicydéw), bez
utraty czutosci metody i symetrii pikéw (H4 i H5).

W trakcie prowadzonych prac badano réwniez wptyw sktadnikéw fazy ruchome;j
na parametry chromatograficzne. Gtowny sktadnik fazy ruchomej stanowita woda, za$
jako modyfikatory organiczne stosowano zaréwno metanol jak i acetonitryl. Z uwagi na
fakt iZ metanol i acetonitryl, jako sktadniki fazy ruchomej, dawaty dobra retencje
badanych zwigzkéw w  kolumnie chromatograficznej do dalszych prac
optymalizacyjnych wybrano metanol jako mniej kosztowny rozpuszczalnik (H1, H2,
H4). Zastosowanie w fazie ruchomej dodatku modyfikatora kwasowego (kwasu

octowego i mrowkowego) wplyneto na poprawe retencji herbicydéw. Lepsze wyniki
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uzyskano po zastosowaniu kwasu mréwkowego, co uzasadnialo jego wybor, jako
dodatkowego skiladnik eluentu wptywajgcego na zwiekszenie rozdzielenia
chromatograficznego i czutosci metody. Na podstawie przeprowadzonych badan (H1,
H2, H4) zaobserwowano rowniez wptyw pH fazy ruchomej na retencje analitow. Wzrost
selektywnos$ci rozdzielenia, poprawa symetrii pikéw, a takze zwiekszenie czutosci
metody nastepowato wraz ze zmniejszaniem warto$ci pH. Aby uzyska¢ odpowiednie
rozdzielenie mieszaniny duzej liczby zr6zniciwanych pestycydéw niezbednym byto
zastosowanie elucji gradientowej. Modyfikacje programu gradientowego polegaty na
zmniejszaniu lub zwiekszaniu poczatkowego stezenia modyfikatora organicznego fazy
ruchomej. W pierwszej fazie elucji, gdy moc eluentu byta staba, dostatecznie duza
szybko$¢ migracji osiggnety zwiagzki o niskiej wartosci logP, a wiec o stabej retencji w
odwr6oconym uktadzie faz (np. amidosulfuron, fenuron, metamitron, rimsulfuron).
Odpowiednie skrdécenie czasu przyrostu stezenia modyfikatora organicznego w fazie
ruchomej skutkowato skréceniem czaséw retencji najbardziej hydrofobowych
pestycydéw, poprawa ksztattu pikéw, a przy tym nie wptyneto na obnizenie sprawnosci
uktadu chromatograficznego.

Opracowane i opisane w pracach H1, H2, H4 i H5 metody chromatograficzne
charakteryzuja sie zadowalajacg powtarzalno$cig czas6w retencji, bez wzgledu na ilos¢
oznaczanych s.cz. i ich wtasciwosci fizyko-chemicznych. Ponad to, zasadniczymi zaletami
opracowanych metodyk jest przede wszystkim krotki czas analizy, a co za tym idzie
niski koszt i zuzycie rozpuszczalnikéw.

Opracowania odrebnej metody chromatograficznej wymagata tzw. herbicydéw
kwasnych - HA (2,4-D, MCPA, dikamba, chlopyralid, pikloram, ect.) (H6). Wszystkie HA
w trakcie analiz chromatograficznych w warunkach opisanych w pracach H1, H2 i H4
wykazywaty bardzo silng retencje. Uzyskane pasma chromatograficzne byty szerokie i
asymetryczne. Ostatecznie rozdzielenie chromatograficzne dla tej grupy zwigzkéw
przeprowadzono na kolumnie chromatograficznej o mniejszych czasteczkach - 1,8 um
(Zorbax Eclipse Plus C18 RR HT, 100 mm x 2.1 mm, 1,8 pym) w stosunku do wyzej
przytoczonych (H6). W ramach badan okreslono w ptyw sktadnikéw fazy ruchomej na
parametry chromatograficzne. Gtowny sktadnik fazy ruchomej stanowita woda, za$ jako
modyfikatory organiczne testowano metanol i acetonitryl. Zastosowanie zaréwno
metanolu, jak i acetonitrylu prowadzilo do uzyskania zadowalajacych efektéw.

Jednakze, w przypadku uzycia acetonitrylu, uzyskane czasy retencji byty o 30-40%
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krétsze w poréwnaniu do metanolu. Z tego tez wzgledu w metodzie zastosowano
acetonitryl, jako modyfikator fazy ruchomej, dzieki ktéremu uzyskano znacznie krotszy
czas catkowitej analizy (z 18 na 10 minut). W trakcie badan oceniona takze wptyw
dodatku modyfikatora kwasowego do fazy ruchome. Najlepsze wyniki uzyskano stosujac
dodatek kwasu octowego w ilosci 1% (v/v). Za§ dodatek kwasu mrowkowego
powodowat znaczne pogorszenie rozdzielczos$ci oraz symetrii pikow (H6).

W trakcie badan okresSlono takze wptyw temperatury kolumny na parametry
chromatograficzne. Czasy retencji badanej grupy HA malaly wraz ze wzrostem
temperatury. Spowodowane to byto zmniejszeniem lepkosSci rozpuszczalnika, a takze
przyspieszeniem dyfuzji czasteczek. Pomimo, iz wzrost temperatury wplywal na
skrocenie czaséw retencji HA, nie wptynelo to na pogorszenie rozdzielczosci.
Zastosowanie wyzszych temperatur kolumny spowodowato zmniejszenie szerokosci
oraz wzrost wysokosci pikdw, tym samym wptywajac na poprawe czutosci metody (H6).

Zupetnie odrebnego podejscia wymagalo opracowanie symultanicznej,
wielopozostatoSciowej metody analizy grupy herbicydéw o duzej polarnosci - HPH i ich
metabolitéw (H7). Dotychczas opisane w literaturze metody pozwalaty na oznaczanie
pojedynczych lub zaledwie kilku zwigzkéw z tej grupy. Dlatego tez zadanie to byto
szczegblnym wyzwaniem. Pierwszym krokiem w prowadzonych badaniach byt wybér
odpowiedniej kolumny chromatograficznej. Oddziatywania HPH z dlugimi tancuchami
alkilowymi fazy stacjonarnej C18 byly tak stabe, Ze anality eluowaty praktycznie w
martwym czasie analizy Silnie polarne herbicydy wykazywaty dobra retencje w
kolumnie z porowatym grafitowym ztozem Hypercarb. Jednakze z w trakcie kolejnych
analiz prowadzonych na kolumnie z tym wypelnieniem obserwowano znaczace
poszerzanie sie pikéw, co istotnie wptywato na czuto$¢ metody (H7). Uzyskane wyniki
sktonity do dalszej pracy nad udoskonalaniem metody oznaczania grupy HPH i ich
metabolitéow w oparciu o zastosowanie chromatografii oddziatywan hydrofilowych -
HILIC. Wypetnienie typu HILIC (Obelisc N, 100 mm x 2,1 mm, 5 pum) pozwolito na
uzyskanie bardzo wysokich sprawnos$ci kolumny i osiggniecie bardzo dobrych
rozdzielczosci pikdw, przy wysokiej stabilnosci uktadu w trakcie analiz.

W ramach badan okreSlono réwniez wptyw sktadnikow fazy ruchomej na
parametry chromatograficzne. Jako modyfikatory organiczne zastosowano zaréwno
metanol, jak i acetonitryl, a gtdbwny sktadnik fazy ruchomej stanowit wodny roztwoér

kwasu mréwkowego lub octowego. Wzrost stezenia rozpuszczalnika organicznego w
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poczatkowym sktadzie eluentu powodowal spadek sity elucji fazy ruchomej i
zwiekszenie czasu retencji grupy HPH. Wzrost stezenia kwasu w eluencie wplywat na
spadek retencji badanych zwigzkéw z uwagi na ostabienie oddzialywan
elektrostatycznych z faza stacjonarng. W wyniku zastosowania w fazie ruchomej
dodatku modyfikatora kwasowego, uzyskano lepszy ksztatt pikow (lepsza symetria oraz
rozdzielczo$¢). Nieco gorsze wyniki uzyskano po zastosowaniu kwasu octowego.
Otrzymane wyniki uzasadniajg wybor kwasu mréwkowego jako dodatkowego sktadnika
eluentu wptywajacego na poprawe rozdzielenia HPH i ich metabolitow. Badano réwniez
wptyw rodzaju i zawarto$Sci modyfikatora organicznego, natezenia przeptywu fazy
ruchomej, objeto$¢ dozowanej probki, pH fazy ruchomej, stezenia roztworéw
mréwczanu i octanu amonu (H7).

W efekcie prowadzonych badan opracowano oryginalne warunki separacji
chromatograficznej dla grupy polarnych herbicydéow z wykorzystaniem kolumny typu
HILIC oraz fazy ruchomej bedacej mieszaning acetonitrylu, 20mM mréwczanu amonu
oraz 1% kwasu mréowkowego w wodzie w trybie elucji gradientowej (H7).

Kolejnym etapem prowadzonych badan bylo opracowanie metod izolacji i
oczyszczania herbicydéw z prébek materiatu roslinnego oraz prébek srodowiskowych.
Zadanie to przysparza wielu trudnoSci ze wzgledu na wystepowanie pozostatosci
herbicydow w niewielkich stezeniach (ppm, ppb) w bardzo skomplikowanych
matrycach (np. zboza, ziota, roSliny oleiste) zawierajgcych duza ilo$¢ substancji
przeszkadzajacych (pigmenty, biatka, ttuszcze czy weglowodany).

Jedna z gtéwnych idei pracy H1 byto opracowanie prostej, stosunkowo szybkiej i
taniej, a takze ekologicznej metody ekstrakcji i oczyszczania oraz analizy pozostatosci
herbicydéw sulfonylomocznikowych (HSUs) w ziarnach zb6z (H1).

Pierwotnie do izolacji 23 HSUs zastosowano technike QuUEChERS w formie
zaproponowanej przez Anastassiadesa i wsp. (Anastassiades et al., 2003). Uzyskane
wartos$ci odzyskéw, ktére dla wszystkich HSUs miesScity sie w przedziale 37-56%,
jednoznacznie wskazywaty na niezadowalajacg wydajnos¢ procesu izolacji. W kolejnym
etapie sprawdzono efektywno$¢ ekstrakcji wykorzystujagc dodatek buforu
cytrynianowego (Lehotay et al., 2010), dzieki ktéremu uzyskano wyzsze o 12-18%
wartosci odzysku, ale nadal nie speilniajace kryteriow okresSlonych przez Unie
Europejska (SANCO, 2014). Dodatek do rozpuszczalnika organicznego kwasu

mrowkowego (1%) w znaczacy sposéb wplynat na poprawe efektywnosci ekstrakeji.
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Zadowalajace odzyski w zakresie 70-89% (przy RSD ponizej 15%) otrzymano dla
wszystkich badanych HSUs (H1).

Kluczowym problemem jaki pojawit sie w trakcie badan okazat sie efekt matrycy,
parametr SciSle zwigzany ze stosowaniem techniki MS/MS. Zjawisko efektu matrycy
polega na podwyzZszeniu lub obniZeniu (tzw. supresja jonéw) intensywnosci sygnatéw
analitycznych na skutek interakcji pomiedzy powstajacymi w interfejsie spektrometru
mas jonami analitbw a obecnymi w probce czasteczkami interferujacymi (Matuszewski
et al, 2003; Remane et al, 2010). Zjawisko to moze skutkowa¢ otrzymaniem
zafalszowanych wynikéw. Zastosowanie opisanego powyzej protokotu izolacji wigzato
sie z obecnoscig w ekstrakcie ko-ekstraktantéw wywotujacych silng supresje sygnatow
analitycznych HSUs (49-61%) (H1). Sposobem na wyeliminowanie lub ograniczenie
efektu matrycy (ME) jest w gtéwnej mierze wtasciwe przygotowanie probki do badan.
NajczesSciej proponowanym rozwigzaniem prowadzacym do jego redukcji jest
wprowadzenie dodatkowego etapu oczyszczania opartego na wykorzystaniu réznego
rodzaju sorbentéw: PSA, GCB, C18, Florisil, grafen, tlenek cyrkonu, tlenek glinu, ect.
(Gilbert-Lopez et al.,, 2010; Guan et al., 2013; Lacina et al., 2012; Moreno-Gonzalez et al.,
2014; Wu et al,, 2015). Niemniej jednak wigZe sie to ze znaczacym wzrostem kosztéw, a
przede wszystkim wydtuzeniem czasu analizy.

Waznym osiggnieciem, a zarazem rozwigzaniem wspomnianych niedogodnosci,
byta zaproponowana w pracy H1 strategia ,one-step”, ktora polega na potaczeniu etapu
ekstrakcji z procesem oczyszczania. Jednocze$nie, obok powszechnie stosowanego zelu
oktadecylosilanowego C18, =zaproponowano wykorzystanie chityny i ziemi
okrzemkowej jako przyjaznych dla sSrodowiska naturalnych sorbentéw. W zalezno$ci od
zastosowanego adsorbentu uzyskano rézng efektywnos$¢ oczyszczania w stosunku do
wybranych HSUs. Wynikiem badan bylo wskazanie kilku réznic we wtasciwosciach
kazdego z testowanych adsorbentéw. Otrzymane rezultaty pozwolity stwierdzi¢, ze dla
wybranych HSUs procent odzysku malat wraz ze wzrostem polarnosci sorbentu. Efekt
ten jest konsekwencjg wystepowania réznego rodzaju oddziatywan w uktadzie analit-
sorbent. Analizujgc uzyskane z przeprowadzonych doswiadczen wyniki stwierdzono, iz
zastosowanie chityny najskuteczniej redukowato efekt matrycy (od -19 do 13%) przy

jednoczesnym zachowaniu wysokich wartosci odzysku (80-109%) (H1).
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Szczegblnym wyzwaniem byto podjecie sie opracowania metody pozwalajacej na
réwnoczesne oznaczanie w nasionach roslin oleistych 120 herbicydéw nalezacych do
réznych grup chemicznych (H2). Pierwsza trudno$cig byto osiggniecie niskiej granicy
oznaczalnosci (0,005 mg/kg) dla wszystkich badanych substancji czynnych. Po drugie,
roznice w budowie chemicznej utrudnialy opracowanie wspélnych warunkéw ich
izolacji z matrycy. Pierwszy etap badan polegal na opracowaniu nowatorskiej procedury
izolacji herbicydow bazujacej na technice QUEChERS, ktéra skutecznie zmniejszytaby
ztozono$¢, pracochtonnos¢ i czasochtonnos$¢ etapu ekstrakeji i czyszczenia probki (H2).
Z zatozenia powinien by¢ bardzo prosty i nie wymagac¢ zadnych dodatkowych krokow.
Ponadto powinien zapewnia¢ dobre odzyski i niskie efekty matrycy, szczegélnie w
przypadku ztozonych proébek, takich jak nasiona roslin oleistych.

Zastosowanie zakwaszonego acetonitrylu jako rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w
obecnos$ci buforu cytrynianowego pozwolito na skuteczne wyodrebnienie szerokiego
spektrum herbicydéw. Tylko dla 10% docelowych zwigzkéw wartosci odzysku
nieznacznie wykraczaty poza zakres 70-120%. Dowodzi to, ze zastosowana metoda
izolacji byta skuteczna, jednakze nieodtacznie zwigzana z obecno$cig koekstraktantow.
Dla 62% wszystkich badanych herbicydéw warto$s¢ ME wykraczaty poza akceptowalny
zakres -20-20% (H2). Biorac pod wuwage uzyskane wyniki, przystapiono do
przetestowania kilku protokotéw redukcji efektu matrycy (Anagnostopoulos and
Miliadis, 2013; Jiang et al., 2012; Gilbert-Lopez et al., 2010; Guan et al,, 2013; Lacina et
al,, 2012; Moreno-Gonzalez et al,, 2014; Wu et al.,, 2015; Mol et al., 2008; Ferrer et al.,,
2011).

Jednym z najcze$ciej stosowanych sposobow bezposredniego oczyszczania
ekstraktow jest wymrazanie. Zasadniczo, sposob ten opiera sie na réznicy temperatur
topnienia pomiedzy wybranymi pestycydami (zwykle pomiedzy 150-300°C) a
ttuszczami (ponizej 40°C). Wspotekstrahowane ttuszcze mozna oddzieli¢ od pestycydéow
w trakcie zamrazania, podczas gdy pestycydy s3 nadal rozpuszczone w zimnym
rozpuszczalniku organicznym. Wytrgcone ttuszcze usuwa sie z ekstraktéw przez
odwirowanie. Zastosowana strategia pozwolita na osiggniecie zadowalajacej redukcji
efektu matrycy dla zdecydowanej wiekszosci badanych herbicydéw, jednocze$nie
wigzala sie z obnizeniem odzyskéw ponizej 70% dla 59% badanych herbicydow (H2).
Wynikato to z temperatur topnienia (Mp) niektérych herbicydéw, ktére sg wzglednie

nizsze od innych grup pestycydéw. Najnizsze odzyski uzyskano dla: fluazifopu - 15%
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(Mp = -46°C), kletodymu - 18% (Mp = -80°C), metolachlor-S - 24% (Mp = -62°C),
prosulfokarbu - 24% (Mp = -20°C), chlomazonu - 28% (Mp = 34°C) i acetochloru - 37%
(Mp = 10,6°C). Dodatkowo istotng wada tego sposobu byt stosunkowo dtugi czas
przygotowania prébki zwigzany z zamrazaniem prébki.

Innym testowanym w tym badaniu sposobem redukcji efektu matrycy byto
rozcienczanie (H2). Wyniki uzyskane dla wspéiczynnika rozcienczenia réwnego 2
pokazaty, ze duzy odsetek herbicydéw (54%) nadal wykazywat znaczacy efekt matrycy.
Sytuacja byta lepsza, gdy wspétczynnik rozcienczenia zostatl zwiekszony do 10. W tym
przypadku wiekszos$¢ herbicydow nie wykazywata istotnego ttumienia lub wzmocnienia
sygnatu chromatograficznego (78%). Ponadto odzysk 88% zwigzkéw mieScit sie w
zakresie 70-120%. Z tego powodu rozcienczenie prébki mogto by¢ bardzo przydatnym
podejsciem do oczyszczania ekstraktéw w analizie pozostatosci herbicydéw. Niestety
metoda ta wykazata jedng znaczaca wade: dziesieciokrotne rozcienczenie spowodowato
wprowadzenie mniejszych ilosci badanych zwigzkéw do uktadu analitycznego i
zwiekszyto limity wykrywalno$ci i oznaczalno$ci metody. Chociaz nowoczesne
przyrzady LC-MS/MS s3a w stanie bardzo szybko wykry¢ ogromna liczbe pestycydéw na
poziomie ppt lub pbb, nadal trudno jest uzyska¢ dobra czuto$¢ dla tak duzej liczby
zwigzkow jednocze$nie. W rezultacie, w przypadku niektérych zwigzkéw, granica
wykrywalnosSci byta wyZsza niz najwyzsze dopuszczalne poziomy pozostatosci (NDP). W
niniejszym badaniu (H2) siedem herbicydéw (acetochlor, alachlor, dazomet,
dimetenamid, florasulam, fluoroglikofen-etylu, tralkoksydim) miato wartosci LOQ
wyzsze niz NDP okreSlone przez Komisje Europejska dla rzepaku, nasion stonecznika i
soi.

Zastosowanie standardowej dwuetapowej procedury ekstrakcji i oczyszczania
opartej na mieszaninie PSA i C18 dato akceptowalne wartosci efektu matrycy dla 69%
badanych herbicydow (H2). Silne tlumienie sygnatéw chromatograficznych
obserwowano dla herbicydéw sulfonylomocznikowych. Wzmocnienie za$ obserwowano
dla grup: chloracetamidéw, eteré6w difenylowych i oksyacetamidéw. Co wiecej,
zastosowanie sorbentu PSA/C18 miato znaczacy wptyw na zmniejszenie odzysku. Dla
47% docelowych zwigzkéw, wartosci odzysku byly ponizej 70%, szczegélnie dla
herbicydow fenylomocznikowych i sulfonylomocznikowych. Zjawisko to wynika ze
stabych wtasciwosci kwasowych tych zwigzkéw, ktoére sprzyjaty adsorpcji przez PSA.

Zdecydowanie lepsze wyniki uzyskano w przypadku zastosowania chityny jako
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sorbentu d-SPE. Obecnos$¢ specyficznych grup funkcyjnych (karbonylowa, amidowa,
enolwa, eterowa), na powierzchni sorbentu skutecznie redukowata zanieczyszczenia z
matryc ttuszczowych. Ponad 89% wszystkich herbicydéow wykazywato zadowalajace
ME. Ponadto sorbent nie wptywat niekorzystnie na poziomy odzysku. Zastosowanie
jednoetapowe podejscia QUEChERS (one-step) do ekstrakcji i oczyszczania za pomoca
chityny zaproponowane w pracy H1 pozwolito na uzyskanie satysfakcjonujacych
parametrow metody izolacji znacznie szerszej grupy 120 herbicydéw z nasion roslin
oleistych (H2). Obliczone efekty matrycy zawieratly sie miedzy -36% a 37%, a ME poza
dopuszczalnym zakresem -20-20 obserwowano tylko dla 18% wszystkich badanych
herbicydow. Uzyskane wartos$ci odzysku tylko dla dziesieciu docelowych zwigzkoéw byty
ponizej 70% i zawieraly sie w przedziale 52-69%. Analizujac wyniki badan stwierdzono
silng zalezno$¢ pomiedzy obserwowanym efektem matrycy a wiasciwosciami
fizykochemicznymi badanych herbicydow. WyraZzng supresje sygnatu analitycznego
zaobserwowano dla wiekszosci zwigzkéw z wartoscig parametru logP ponizej 2. Wzrost
wartosci logP powyzej 2 powodowat wzmocnienie sygnatu. Ponadto zaobserwowano
réwniez zwigzek miedzy ME a czasem retencji. Ogélnie rzecz biorac, efekty ttumienia
sygnatu towarzyszyty herbicydom o Kkrétkim czasie retencji. Z drugiej strony
obserwowano wzmocnienie sygnatu przy dtuzszych czasach retencji (H2).
Nowatorstwo, a zarazem trudno$¢ opracowanej metodyki wigzata sie z koniecznoScia
rownoczesnej izolacji, oczyszczania i oznaczania herbicydéow o zréznicowanych
wtasciwosciach fizyko-chemicznych z zastosowaniem jednej optymalnej procedury.
Uzyskane wyniki moga stanowi¢ baze danych przy wstepnym wyborze sposobu
oczyszczania ekstraktow z matryc o wysokiej zawartosci ttuszczow. Jest to po raz
pierwszy opisana w literaturze naukowej metoda umozliwiajgca wydajng jednoetapowag
ekstrakcje i oczyszczanie 120 herbicydéw o réznych typach struktur i polarnos$ciach

(H2).

Kontynuacja przedstawionych w pracach H1 i H2Z badan byt dalszy rozwéj
metody w Kkierunku mozliwo$¢ analizy pozostato$ci herbicydéw w materiale
biologicznym jaki stanowig tkanki ryb (H4). Ryby sa cennym Zrédtem sktadnikéw
odzywczych w diecie ludzi i zwierzat, a obecno$¢ w nich zanieczyszczen pestycydowych
moze powodowac problemy zdrowotne (Granados-Galvan et al., 2015; Robinson et al,,

2016; Wang et al.,, 2013; Wine et al,, 2012; Yohannes et al.,, 2014). Ponadto ryby sa
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swoistymi bioindykatorami stanu ekosysteméw wodnych, poniewaz gromadza
zanieczyszczenia bezposrednio z wody i diety. Zwtaszcza lipofilowe pestycydy moga
ulega¢ bioakumulacji w tkankach ttuszczowych i wejs¢ do tancucha pokarmowego
(Panseri et al, 2013). Opisang w pracy H2 metode po niewielkich modyfikacjach
zaadoptowano do analiz pozostatosci herbicydow w tkankach miesni ryb (H4).
Jednocze$nie z powodzeniem wykorzystano ja w dalszych badaniach zmierzajacych
rozszerzenia zakresu analizowanych zwigzkow o pestycydy z grup zoocydow (130
substancji) i fungicydow (90 substancji) w tymze materiale (tacznie 340). Pewne
trudnosci nastreczata analiza tkanki watroby ryb. Z uwagi na wysoka zawartos$¢ biatka,
ttuszczy i pigmentow dla czesci z badanych zwigzkéw obserwowano bardzo silny efekt
matrycy. Zjawisko to prawie catkowicie wyeliminowano modyfikujgc sktad sorbentu
wprowadzajac obok chityny nieznaczne iloSci grafityzowanego wegla aktywnego (1g
chityny + 50mg wegla aktywnego). Opublikowana praca (H4) stanowi jedng nielicznych
publikacji opisujacych wielosktadnikowa metode oznaczania pozostatosci pestycydow, a

zwlaszcza tak szerokiego zakresu herbicydéw, w tkankach mieéni i watroby ryb.

Realizowane w ramach pracy H5 badania dotyczyty opracowania alternatywnych
metod izolacji i oczyszczania ponad czterystu pestycydow (w tym 120 herbicydow) z
matryc o wysokiej zawartosSci cukréw, tj. buraka cukrowego i melasy buraczanej. W
badaniu poréwnano dwie metody: metode rozproszenia matrycy na fazie statej - MSPD
(ang. Matrix Solid Phase Dispersion) oraz technike QuUEChERS.

W zoptymalizowanej procedurze MSPD probke homogenizowano razem z
sorbentem - Florisil, dzieki czemu zostata ona catkowicie zdyspergowana na jego
powierzchni. Kolejnym etapem procedury byta réwnoczesna ekstrakcja i oczyszczenie z
wykorzystaniem zelu krzemionkowego na szklanej kolumnie chromatograficzne;j.
Najlepsze wyniki uzyskano, gdy anality ekstrahowano przy uzyciu kolejno mieszanin:
heksanu/acetonu (8:2, v/v) oraz eteru dietylowego/acetonu (8:2, v/v) dla melasy
buraczanej. W przypadku buraka dodatkowo nalezato uzy¢ mieszaniny heksanu/eteru
dietylowego/acetonu  (1:2:1, v/v/v). Polaczenie dwoch sorbentéw  (Zelu
krzemionkowego i Florisilu) pozwolito na uzyskanie dobrej skutecznos$ci metody
zarowno dla niepolarnych i polarnych pestycydéw w przypadku buraka cukrowego. W
przypadku melasy, konieczne okazato sie dalsze oczyszczanie, ktére przeprowadzono

technika chromatografii kolumnowej z Zelem krzemionkowym. Wada tego sposobu byta
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jego wieloetapowos$¢ oraz konieczno$¢ dodatkowego oczyszczenia ekstraktu na szklanej
kolumnie (H5).

W przypadku techniki QUEChERS zastosowanie protokotu ekstrakcji opisanego
w pracach H1 i H2, opartego o wykorzystanie zakwaszonego acetonitrylu jako
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w obecnosci buforu cytrynianowego pozwolito na
skuteczne wyodrebnienie szerokiego spektrum herbicydéw. Zastosowana metoda
ekstrakcji byta skuteczna, jednakze byta nieodiacznie zwigzana z obecnoScia
koekstraktantéw (H5). Wspotekstrahowana sacharoza negatywnie wplywata na
przebieg analizy instrumentalnej powodujac wystepowanie wzmozonego efektu
matrycy. W przypadku buraka cukrowego interferenty skutecznie (bez negatywnego
wptywu na odzysk) wyeliminowano stosujac procedure wymrazania. Zas w przypadku
melasy buraczanej: usuniecie cukrow, lipidéw i substancji barwnych wymagato
zastosowanie etapu oczyszczania dyspersyjna ekstrakcja do fazy statej za pomoca
mieszaniny PSA, GCB i siarczanu magnezu (H5).

Metoda MSPD byta skuteczna, ale wymagata zuzycia znacznie wiekszej ilosci
rozpuszczalnikow i byta bardziej pracochtonna, co skutkuwato wzglednie wyzszymi
kosztami analiz. Dla pordéwnania, technika QuEChERS byta dwukrotnie tansza i

trzykrotnie szybsza (H5).

Duzym wyzwaniem byto opracowanie warunkéw symultanicznej ekstrakcji
herbicydow kwasnych - HA ze skomplikowanej matrycy jaka stanowi gleba (H6).
Wiekszo$¢ form uzytkowych $rodkéw ochrony roslin opartych na HA zawiera ich
substancje czynne w formie estéw oraz soli (gtéwnie sodowych lub amonowych),
natomiast ich pozostatosci zdefiniowane s3 jako wolne kwasy (EU, 2005). Wymusito to
wprowadzenie do etapu przygotowania prébki hydrolizy poprzedzajacej wtasciwa
ekstrakcje technikg QuEChERS. Probki o niskiej wilgotno$ci, takie jak np. gleba,
wymagaja dodania wody przed ekstrakcjg w celu ostabienia oddziatywan pestycydéw z
matrycg, ponadto dodatek wody byt niezbedny do przeprowadzenia reakcji hydrolizy. Z
uwagi na fakt, iz czeS¢ HA jest nietrwata w warunkach wymaganych do hydrolizy
kwasowej (Legana et al., 1998) w badaniach zastosowano hydrolize zasadowa, ktéra w
odréznieniu od kwasowej jest nieodwracalna. Uzyskane w trakcie badan odzyski
metody bez etapu oczyszczania dla wszystkich zwigzkéw mies$city sie w przedziale 73-

106% i spetniaty kryteria zawarte w przewodniku SANTE/11945/2015 (H6). Niestety,
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réwniez dla wszystkich badanych HA efekt matrycy byly poza akceptowalnym
zakresem -20-20%, a warto$ci wynosity od 18-70%. Tak wiec, oczyszczanie ekstraktu
glebowego byto niezbedne w celu zminimalizowania tego zjawiska. Sposrod
przetestowanych jedenastu réznych sorbentéw i ich mieszanin zréznicowanych pod
wzgledem wtasciwosci adsorbujacych najefektywniejsze okazato sie zastosowanie
kwasnego tlenku glinu (H6). Waznym osiggnieciem w pracy H6 jest propozycja
wprowadzenia parametru okreSlajacego catkowita efektywnos$¢ procesu ekstrakcji i
oczyszczania probki — PE (process efficiency), uwzgledniajacego takie parametry metody
jak odzyski i efekt matrycy (PE = (RE x ME)/100). Wartosci PE zblizone do 100%

wskazuja na zadowalajace wartosci odzysku oraz wptywu efektu matrycy.

Zatozonym celem Kkolejnej pracy (H7) byto opracowanie prostej i efektywnej
symultanicznej rutynowej metody ekstrakcji silnie polarnych herbicydéw (HPH) i ich
gtownych metabolitéw w réznych produktach pochodzenia roslinnego. W pierwszym
kroku tych badan testowano efektywno$¢ rozpuszczalnikow do ekstrakcji: wody,
metanolu, acetonitrylu i ich mieszanin. Oceniono takze dodatek modyfikatora
kwasowego na wydajnos$¢ izolacji HPH. Optymalizacji poddano réwniez mase nawazki
oraz objeto$¢ rozpuszczalnika ekstrahujacego. Finalnie, przygotowanie probek do
analizy polegato na ekstrakcji probki (10g) mieszaning metanolu i wody (w proporcji
1:1) z dodatkiem 0,5% kwasu mrowkowego. Efektywnos¢ ekstrakcji oceniono poprzez
wyznaczenie odzyskow metody. W badaniach tych weryfikowano rowniez wptyw efektu
matrycy na wyniki analiz. Uzyskane rezultaty jednoznacznie wskazywatly na
wystepowanie silnego efektu matrycy. Podjeto zatem dziatania majace na celu tego
zjawiska poprzez wprowadzenie etapu oczyszczania ekstraktu technika dyspersyjnej
ekstrakcji do fazy statej stosujac Florisil, grafityzowany wegiel aktywny, C18, chitosan
oraz grafen jako potencjalne sorbenty. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
zastosowanie chitosanu lub grafenu zapewnia dobrag skuteczno$¢ oczyszczania bez
redukcji odzysku (H7). Opracowana procedura charakteryzuje sie duza selektywnoscig,
poniewaz nie obserwowano silnych interferencji pochodzacych od sktadnikéw matrycy

na sygnaty analityczne analizowanych zwigzkéw.

Opracowane metody zostaty poddane walidacji zgodnie z wymaganiami

okreSlonymi w przewodnikach SANCO/12571/2013 oraz SANTE/11945/2015
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»Guidance document on analytical quality control and method validation procedures for
pesticides residues analysis in food and feed”. Celem procesu byto okreslenie zakresu ich
przydatnosci oraz ocena wiarygodno$ci. Wyznaczono nastepujgce parametry
charakteryzujace opracowane metody: odzysk, precyzje, liniowos¢, granice
wykrywalnosci i oznaczalnosci, efekt matrycy oraz niepewnos¢.

Gtownym kryterium udokumentowania wiarygodnos$ci metody analitycznej byto
badanie stopnia odzysku badanych zwigzkéw. Wyniki przedstawione w pracach H1-H7
oraz niniejszym autoreferacie wskazuja na ogromne znaczenie rozpuszczalnika
stosowanego do ekstrakcji analitéw z probek oraz sposébu oczyszczania probki. W
badaniach odzysku zastosowano opisane w pracach H1-H7 zoptymalizowane procedury
przygotowania prébek, a na podstawie otrzymanych wynikéw wykazano, Zze odzysk w
duzej mierze zalezy nie tylko od rodzaju analitu, lecz takze od jego stezenia w
ekstrahowanej prébce. Otrzymane wyniki wskazuja na duza skuteczno$¢ izolacji
badanych herbicydow z wybranych z matryc przy zastosowaniu opracowanych
procedur przygotowania probek. Kazda opracowana procedura analityczna pozwala
uzyska¢ odzysk herbicydow w przedziale 70-120%. Tylko w nielicznych przypadkach
uzyskano odzysk nieco poza akceptowalnym zakresem.

W celu oszacowania precyzji metod wyznaczono wspdtczynniki zmiennosci (CV)
dla trzech serii prébek wzbogaconych mieszaninami badanych herbicydéw na trzech
réznych poziomach stezen. Wyznaczono takze precyzje posrednia, co pozwolito na
okreslenie diugoterminowego odchylenia procesu pomiarowego. Wielko$¢ precyzji
posredniej wyrazono jako catkowity wspétczynnik zmiennosci dla wszystkich wynikéw
uzyskanych na podstawie analiz prowadzonych przez pie¢ kolejnych dni. Uzyskane
wspoétczynniki zmiennos$ci z reguly nie przekraczaty wartosci 20%. Jednoczes$nie
obserwowano wyzsze wartosci CV przy nizszych stezeniach badanych herbicydéw.

Linowo$¢ opracowanych metod wyznaczono w oparciu o krzywe kalibracyjne w
rozpuszczalniku z zastosowaniem wzorca wewnetrznego, w zakresach stezen
odpowiadajacych zawartos$ci pozostatosci herbicydéw w proébkach rzeczywistych.
Zakresy liniowos$ci oznaczanych zwigzkéw wraz ze wspéiczynnikami korelacji (R2)
zostaty przedstawione w pracach H1-H7. Wysokie wartosci liczbowe wspétczynnikéw
R? wskazujg na liniowos$¢ krzywych kalibracyjnych w badanych zakresach stezen.

Granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) wyznaczono w okreslonym

zakresie liniowosSci metody dla kazdego badanego herbicydu. Zastosowanie
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spektrometru mas na etapie oznaczen koncowych pozwolito na osiggniecie granic
oznaczalnosci herbicydow na poziomie znacznie ponizej najwyzszych dopuszczalnych
pozioméw (NDP) (H1-H7). Analizujac otrzymane wyniki zaobserwowano nieznaczne
roznice w niektérych wartosciach LOD oraz LOQ otrzymanych dla tych samych
zwigzkow. RoOznice te potwierdzaja, iz pojecie granicy wykrywalnoSci zwigzane jest
Scisle z okreSlong procedurg analityczna, a wartosci liczbowe LOQ oraz LOD zaleza nie
tylko od poziomu zawartoS$ci oznaczanego sktadnika, ale réwniez od obecnosci innych
sktadnikéw wystepujacych w badanej probce.

W opisanych w pracach H1-H7 procedurach analitycznych opartych o
wykorzystanie techniki LC-MS/MS do analizy prébek biologicznych i srodowiskowych
charakteryzujacych sie ztozonym sktadem matrycy, bardzo istotnym aspektem walidacji
byto wyznaczenie efektu matrycy. W badaniach opisanych w powyzszych pracach efekt
matrycowy powodowal jedynie niewielkie ostabienie lub wzmocnienie sygnatéw,
pochodzacych od badanych zwigzkéw, a jego wartos¢ w zdecydowanej wiekszos$ci

mieScita sie akceptowalnym zakresie -20-20%.

Opracowane i kompleksowo zwalidowane metody zostaty sprawdzone w
badaniach biegtosci zorganizowanych m.in. przez unijne Laboratoria Referencyjne, w
ktorych uczestniczy ponad sto laboratoriéw z catego $wiata. Uzyskane satysfakcjonujace
wyniki $wiadcza o wiarygodnos$ci opracowanych metod. Zar6wno poprawne wyniki
walidacji, jak i badan biegtosci byty podstawa do akredytacji metod zgodnie z norma PN-
[SO 17025 i wiaczenia ich do programu badan monitoringowych realizowanych przez
zespot habilitanta.

Metoda oparta o opisang strategie ,one-step” wykorzystujgca chityne jako
czynnik oczyszczajacy (H1, H2) umozliwita przeprowadzenie kompleksowych studiow
nad zanikaniem mesotrionu w roslinach kukurydzy i glebie, a takze nad okresleniem
jego wplywu na aktywnos$¢ enzyméw glebowych (H3). Z przeprowadzonych badan
wynika, ze zanikanie mezotrionu zaré6wno w roslinach, jak i glebie przebiega zgodnie z
réwnaniem kinetycznym pierwszego rzedu i zalezy od wtasciwosci fizykochemicznych
gleby (sktadu granulometrycznego, zawartosci substancji organicznej, makroelementéw
i pH). Nie zalezy natomiast od zastosowanej dawki. Zaobserwowano szczegélnie silng
zalezno$¢ pomiedzy pH, a szybkos$cig degradacji mezotrionu w glebie. Czas, po uptywie

ktérego 50% (DTso) substancji ulegto degradacji, byt rézne dla roslin i gleb.
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W oparciu o opracowang w pracy H4 metode przeprowadzono badania
dwudziestu siedmiu prébek ryb ztowionych na terenie Biebrzanskiego Parku
Narodowego (H4). Oprécz obecnosci insektycydéw chloroorganicznych (w 17 prébkch
sposrod 27), w dwoch przypadkach stwierdzono obecno$¢ atrazyny, herbicydu
triazynowago, ktorej stosowanie w UE jest zabronione od 2005 roku, oraz S-
metolachloru (rowniez w dwoéch probkach) - herbicydu z grupy chloroacetoanilidéw
stosowanego doglebowo lub nalistnie, przeznaczonego do przed- i powschodowego
zwalczania chwastow jednoli$ciennych oraz dwulisciennych w kukurydzy.

W petni zwalidowana, opisang w pracy H6 metode analizy pozostato$¢ kwasnych
herbicydow wykorzystano do analizy prawie 400 prdébek gleby z réznych regionéw
rolniczych Polski. W szczegélnoSci metoda ta znalazta szerokie zastosowanie w
identyfikowaniu szkéd herbicydowych spowodowanych w gtéwnej mierze zniesieniem
cieczy roboczej na sasiednie uprawy, a takze identyfikowaniu nieprawidtowosci w
stosowaniu Srodkéw ochrony roslin w rolnictwie ekologicznym (H6).

Warto podkresli¢, Ze opisana w pracy H7 metodyka jest pierwszg opublikowana
procedure oznaczania tak szerokiego zakresu silnie polarnych herbicydéw na poziomie
0,01 mg/kg w jednym toku analitycznym (H7). Waznym osiggnieciem byto
potwierdzenie obecnosci pozostatosci glifosatu w 18% probek rzepaku badanych w
ramach zadania 1.7.” Analiza pozostatosci Srodké6w ochrony roslin i mikotoksyn w
ptodach rolnych pochodzacych z produkcji pierwotnej oraz w wodach podziemnych i
powierzchniowych w poblizu miejsc produkcji” programu wieloletniego pod nazwa
,O0chrona ros$lin uprawnych z uwzglednieniem bezpieczenistwa zywno$ci oraz
ograniczenia strat w plonach i zagrozen dla zdrowia ludzi, zwierzat domowych i
Srodowiska” realizowanego przez Instytut Ochrony Ros$lin - PIB na rzecz Ministerstwa

Rolnictwa i Rozwoju Wsi.
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Przedstawiony cykl publikacji (H1-H7) stanowi kompleksowe opracowanie

procedur przygotowania prébek roslinnych i srodowiskowych oraz oznaczania w

nich pozostatosci herbicydéw. Otrzymane wyniki badan opisane w pracach

tworzqcych monotematyczny cykl publikacji pozwalajg na nastepujqce

podsumowanie osiqgniecia naukowego:

Opracowano selektywne i efektywne metody oznaczania herbicydow o
zroznicowanych wiasciwosciach fizyko-chemicznych w ztozonych prébach
roslinnych i Srodowiskowych.

Wprowadzone rozwiqgzania uproscity ztoZzone i czasochtonne postepowanie
analityczne, co znaczqco skrdcito czas analizy i obnizylo jej koszty.
Opracowane metody pozwalajq na oznaczanie herbicydéw na bardzo
niskich stezen znacznie ponizej najwyzszych dopuszczalnych pozioméw.
Wyniki walidacji opracowanych metod analitycznych dowodzq, Ze mozna je
zakwalifikowaé jako speilniajgce wymogi stawiane oznaczeniom
jakosciowym i ilosciowym.

Wyniki przeprowadzonych badan majq istotne znaczenie w zapewnieniu
bezpieczenistwa zZywnosci i pasz oraz oceny stanu zanieczyszczenia

srodowiska rolniczego.
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5. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo - badawczych

W 2005 roku ukonczytem studia na Wydziale Biologiczno-Chemicznym
Uniwersytetu w Biatymstoku uzyskujac tytut magistra chemii na podstawie pracy
,Badanie zaleznosci miedzy strukturq a aktywnosciq biologicznq zwiqzkéw o dziataniu
hipolimenicznym” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Bozeny L.ozowickiej.

Prace w Instytucie Ochrony Ro$lin - Panstwowym Instytucie Badawczym,
Terenowej Stacji Doswiadczalnej w Biatymstoku rozpoczatem 2 stycznia 2006 roku na
stanowisku inzyniera, wchodzac w sktad zespotu Laboratorium Badania Pozostatosci
Srodkéw Ochrony Roélin.

Od poczatku zatrudnienia intensywnie uczestniczytem w przygotowaniu
Laboratorium, wypetniajacego zadania kontroli urzedowej poprzez badania analityczne
pozostatosci Srodkéw ochrony roslin w materiale roslinnym, do akredytacji wg normy
PN-EN ISO/IEC 17025:2005. W tym celu odbytem szereg szkolen i pozyskatem
uprawnienia audytora wewnetrznego. Juz 5 stycznia 2006 powierzono mi funkcje
kierownika ds. technicznych w Systemie Zarzadzania. Przygotowatam lub
wspottworzytem wiele dokumentéw systemowych: ksiege jakoSci, instrukcje
techniczne, procedury ogélne oraz stosowane w Laboratoriom procedury badawcze.
Dziatania, w ktérych bratem aktywny udziat zaowocowaty uzyskaniem przez
Laboratorium Badania Pozostatoéci Srodkéw Ochrony Roélin uzyskaniem akredytacji
Polskiego Centrum Akredytaciji.

Glowna tematyka mojej pracy badawczej $cisle wynika ze specyfiki dziatalnosci
jednostki w ktérej jestem zatrudniony i koncentruje sie przede wszystkim na
bezpieczenstwie zywnosSci i Srodowiska rolniczego, ocenie jakosSci ptodéw rolnych pod
katem ich zanieczyszczenia pozostatoSciami Srodkéw ochrony roslin, szacowania
zwigzanego z nimi ryzyka narazenia konsumentéw. Zrealizowane w tym obszarze
badania pozwolity na opracowanie modelu wystepowania pozostatosci Srodkéw
ochrony roslin w ptodach rolnych w zaleznosci od badanych grup roslin i wykrywanych
substancji czynnych pestycydéw. Ponadto, uzyskane wyniki wskazuja na nasilenie
niekorzystnych trendow, takich jak: wysoka wykrywalnos¢ przekroczen limitow
granicznych pozostato$ci w ptodach rolnych; stosowanie preparatéw niezalecanych i
substancji zabronionych w uprawach, w szczeg6lnosci matoobszarowych; wzrastajacego
odsetka prébek z multipozostato$ciami, co w aspekcie bezpieczenstwa zZywno$ci niesie

z sobg wyzsze zagrozenie zdrowia konsumentéw. Wykazujg réwniez na zwigzek zmian
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zanieczyszczenia pozostato$ciami zywnosci pochodzenia roslinnego na etapie produkcji
pierwotnej w zalezno$ci od miejsca i sposobu produkcji (Zat. 4. ILA.1, 11; I1.D.a.3, 4, 7, 9,
10,17, 20, 22, 26, 28, 30, 32, 35, 36, 42; IL.D.c.5).

Uzyskane wyniki badan pozostatosci Srodkéow ochrony roslin stanowity
podstawe do oceny zwigzanego z nimi ryzyka dla konsumentéw. Azeby oceni¢ tego
rodzaju ryzyko oszacowatem dietetyczne pobranie, stosujac wilasciwe modele
statystyczne. W badaniach, jako narzedzie do szacowania narazenia wykorzystatem dwa
deterministyczne modele: narazenia chronicznego (dtugoterminowego), odnoszacego
sie do catego zycia i narazenia ostrego (krotkoterminowego), zwigzanego z
jednorazowym lub jednodniowym pobraniem. Decydujacy wptyw na narazenie maty
poziomy pozostalosci oraz wielko$¢ spozycia poszczegélnych produktow. Z
przeprowadzonych badan wynika, Ze pozostatosci srodkéw ochrony roslin sg najczesciej
wykrywane w owocach i warzywach, rzadziej w zbozach (Zat 4. ILA.4, 8, 11, 12, 16;
Il.D.a.2, 8, 9, 14, 16, 17, 22, 27, 40, 42; I1.D.b.3, 4). Owoce i warzywa czesto s3 spozywane
na surowo, czyli z pominieciem etapu przetwarzania, ktéry moze przyczyni¢ sie do
znaczgcego obnizenia pozioméw pozostatosci srodkéw ochrony roslin, a ponadto maja
duzy udziat w diecie. Drugi podstawowy parametr w ocenie narazenia stanowity
toksykologiczne dawki odniesienia. Toksykologiczna dawka odniesienia jest ilosciag
substancji, ktéra moze by¢ spozywana bez znaczacego ryzyka dla zdrowia ludzi. Istniejq
dwie dawki odniesienia - dopuszczalne dzienne pobranie (ADI) i ostra dawka
referencyjna (ARfD) - w badaniach toksycznos$ci wywotanej w krétkim czasie. Obie
dawki wyrazone sg w mg/kg masy ciata. Dla danego pestycydu pobranie wyrazane jest
najczesciej jako procent dawki odniesienia i jest ono akceptowalne jesli nie przekracza
100%. Zwazywszy na powyzsze czynniki wptywajgce na ryzyko zwigzane z obecno$cig
pozostatosci w spozywanej zywnos$ci, oceniajac ryzyko uwzglednitem odmienne
zwyczaje zywieniowe poszczegbélnych grup konsumentéw (np. mate dzieci, dorosli,
wegetarianie).

Na podstawie prowadzonych badan ocenitem, Ze narazenie przewlekte
konsumentéw na pozostatosci sSrodkéw ochrony roslin zawartych w polskich ptodach
rolnych z péinocno - wschodniej Polski, nie powinno powodowa¢ skutkéw zdrowotnych
i osigga maksymalnie dla dorostych kilka procent, a w przypadku matych dzieci do

kilkudziesieciu procent bezpiecznej wielkosci ADI. Tylko w nielicznych przypadkach,
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oszacowane dla matych dzieci narazenie krétkoterminowe nieznacznie przekracza
bezpieczng warto$¢ ARfD (Zat. 4. 11.A.3,4, 11, 12,17, 20, 21; 11.D.a.12, 23, 24, 33, 38, 41).

Réwnolegle do opisanych powyZej badan rozwijalem swoje zainteresowania
naukowe w obszarze poszukiwania nowych substancji czynnych o potencjalnym
dziataniu deterentnym wobec owadzich szkodnikdw produktéw magazynowych i roslin
uprawnych. W tym konteks$cie dostrzegtem szerokie mozliwosci wykorzystania wiedzy
zdobytej w trakcie realizacji pracy magisterskiej na nowych obszarach. Innowacyjne
podejscie wynikato z przeniesienia na grunt chemii pestycyddw strategii wykorzystanej
w projektowaniu lekéw, polegajacej na poszukiwaniu nowych zwigzkéw o dziataniu
przewidzianym na podstawie racjonalnych przestanek opartych o wyniki modelowania
molekularnego.

W wyniku prowadzonych prac otrzymano szereg nowych zwigzkéw dla ktérych
okreslono aktywno$¢ deterentng wobec chrzaszczy wotka zbozowego (Sitophilus
granarius L.), larw skoérka zbozowego (Trogoderma granarium Ev.) oraz larw i
chrzaszczy trojszyka ulca (Tribolium confusum Duv.) pochodzacych z wiasnej hodowli, a
takze larw i chrzaszczy stonki ziemniaczanej. Do opisu aktywnos$ci deterentnej
wykorzystatem szereg deskryptoréw fizykochemicznych, opisujacych tréjwymiarowa
budowe czasteczki, obliczonych za pomoca metod modelowania molekularnego oraz
chromatograficzne parametry lipofilowosci wyznaczone poprzez wysokosprawng
chromatografie cieczcowga w odwroconym uktadzie faz. Do poznania mechanizmu
dziatania antyfidantnego zastosowatem strategie polegajaca na badaniu zbioru ligandow
o znanej aktywnosSci deterentnej. Do ustalenia zalezno$ci pomiedzy tréjwymiarowa
budowa czasteczek, a ich aktywnoscia (QSAR) zastosowano poréwnawcza analize
powierzchni czasteczkowej s-CoMSA oraz SOM-CoMSA oraz analize powierzchni
receptora. Prace te przeprowadzono wspélnie z dr Tomaszem Magdziarzem z
Uniwersytetu Slaskiego. Badania te doprowadzity do uzyskania wiarygodnego modelu
wigzacego aktywno$¢ biologiczng, parametry chromatograficzne ze strukturg chemiczng
zwigzkow, ktéry pozwala ukierunkowani syntezy kolejnych analogéw tak aby uzyskac
pochodne o jak najlepszych wtasciwosciach deterentnych.

W realizacji tych badan duza role odegrat grant badawczy przyznany przez
Narodowe Centrum Nauki, kierowany przez prof. dr hab. Bozene *tLozowicka
(NN310781940), ktorego bytem wykonawca. Uzyskane wyniki badan byty przedmiotem

mojej rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,Nowe deterenty pokarmowe - biologiczna
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aktywnos¢ wobec szkodnikéw magazynowych w ujeciu modelowania molekularnego” oraz
trzech patentéw (Zat. 4. ILB.1, 2, 3), pieciu publikacji (Zat. 4. IL.A.6, 7, 8; I1.D.a.1; I1.D.c.2, 3),
a takze szeSciu wystapien ustnych i prezentacji posterowych (Zat. 4. IL.K.5; IIl.B.a.4, 6, 7,
8; 111.B.b.34).

W latach 2012-2014 uczestniczytam w przygotowaniu i realizacji duzego
projektu rozwojowego finansowanego ze $Srodkow strukturalnych UE POIG (Program
Operacyjny Innowacyjna Gospodarka) ,Laboratoria do badan pestycydow z
uwzglednieniem bezpieczeristwa zZywnosci - LAPESTY”. Kwota ponad 6,5 mln ztotych
zostata przeznaczona na modernizacje Laboratorium i doposazenie go w nowoczesng
aparature. Pozyskanie unikalnej aparatury GC-MS/MS czy LC-MS/MS przyczynito sie do
podjecia nowych kierunkéw badan naukowych i ich rozszerzenia.

Po doktoracie zaangaZowatem sie w badania nad wptywem proceséw
technologicznych na zmiany stezen pozostatos$ci pestycydéw w surowcach roslinnych.
Odbytem trzymiesieczny staz w przedsiebiorstwie zajmujacym sie przetwoérstwem
owocoOw i warzyw, a zdobyte dos$wiadczenie bylo pomocne w organizacji pracy
analitycznej oraz w projektowaniu zadan badawczych.

W efekcie prowadzonych w tym obszarze badan ocenitem wptyw procesow
technologicznych z zastosowaniem wody (mycie woda chlorowang, ozonowang oraz
przy pomocy ultradzwiekéw), czynnika mechanicznego (wyciskanie soku, usuniecie
skérki, homogenizacja) oraz czynnika termicznego (gotowanie, blanszowanie,
pasteryzacja) na stezenia pozostatoSci sSrodkéw ochrony roslin obecnych w owocach i
warzywach. Uzyskane wyniki dowiodty, Ze zastosowanie wybranych proceséw
technologicznych znaczaco wptyneto na redukcje stezenia pestycydoéw, z pewnymi
wyjatkami. Najbardziej efektywne zredukowanie stezen substancji czynnych uzyskano
w procesach opartych na wykorzystaniu wysokiej temperatury. W celu odzwierciedlenia
zmienno$ci skutkdw przetwarzania na poziom pozostato$ci pestycydéow okreslitem
zalezno$ci miedzy efektywnoScig procesu technologicznego, a wtasciwosciami fizyko-
chemicznymi substancji czynnych i mechanizmem ich dziatania. Na podstawie
wielowymiarowych analiz statystycznych wykazatem, iz kluczowymi parametrami
majacymi wptyw na zmiane poziomu pozostatosci jest polarnos¢, rozpuszczalnosé oraz
mechanizm penetracji substancji czynnej. Najbardziej podatne na eliminacje w takcie
przetwarzania s3 pestycydy o dzialaniu powierzchniowym, wykazujace wysoka

polarno$¢ oraz dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie.
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Efektem tych badan byty liczne publikacje (Zat. 4. I1.A.14, 18, 19; I1.C.c.4, 6) oraz
rozprawa doktorska dr Magdaleny Jankowskiej ,Wplyw proceséw technologicznych na
pozostatosci srodkéw ochrony roslin w wybranych gatunkach owocéw i warzyw”
obronionej 8 czerwca 2016, ktorej bylem promotorem pomocniczym. Prowadzone
badania w duzej mierze zostaty sfinansowane z grantu NCN (2012/07/N/NZ9/00043,
Preludium 4) ,,Ocena ryzyka narazenia zdrowia konsumentéw na pozostatosci pestycydow
w zywnosci poddanej obrébce technologicznej”, ktorego bytem wykonawca .

Realizowane przeze mnie tematyka badawcza obejmuje réwniez studia nad
wystepowaniem i wptywem pozostatosSci Srodkéw ochrony roslin na owady zapylajace.
Zatrucia pszcz6t stanowig podstawowy sygnat alarmujacy o negatywnych skutkach
stosowania S$rodkéw ochrony roslin. Monitoring zatru¢ pszczét jest narzedziem
pozwalajacym na praktyczng weryfikacje procesu oceny ryzyka stosowania $rodkéw
ochrony ro$lin dla tych owadéw oraz oceny poprawnosci zalecen dotyczacych ich
stosowania (Zat. 4. ILA.22; IL.D.b.6, 7; IL.D.c.7). Ponadto, w dotychczasowych dyskusjach
na temat ochrony owaddéw zapylajacych temat obecnos$ci insektycydow w
kwiatostanach roslin miododajnych wystepujacych w $rodowisku naturalnym byt
ignorowany i niedoceniony. Uwaga pszczelarzy, naukowcow i organizacji dziatajgcych
na rzecz ochrony srodowiska skierowana byta w strone pozostatosSci insektycydow w
pszczotach i produktach pszczelich. Jednak, jak wynika z najnowszych ustalen ryzyko
narazenia pszczot na obecno$¢ insektycydow w roslinach innych niz docelowe
chronione chemicznie jest wieksze niz dotychczas szacowano. Tematyka ta stanowi
przedmiot przygotowywanej rozprawy doktorskiej, ktorej jestem promotorem
pomocniczym (Zat. 4. IIL.K.3).

Zanieczyszczenie mikotoksynami zb6z jest jednym z wazniejszych probleméw
wspotczesnego rolnictwa. Biosynteza mikotoksyn uzalezniona jest od czynnikéw
sSrodowiskowych i moze mie¢ miejsce podczas wegetacji roslin, w czasie zbioréw lub w
trakcie przechowywania i przetwarzania surowcéw. Oddziatywanie wtérnych
metabolitéw plesni na organizmy zwierzece jest zréznicowane. Przypisuje sie dziatanie
kancerogenne, mutagenne, teratogenne, estrogenne, krwotoczne i toksyczne dla uktadu
krwiotwdrczego, immunotoksyczne oraz hepatotoksyczne. Chociaz nie jest mozliwe
wyeliminowanie mikotoksyn z zasobow zywnosci i pasz, zastosowanie odpowiednich
praktyk rolniczych, wtasciwe przechowywanie i kontrola produktéw moze obnizy¢

narazenie na te substancje. Z tego tez wzgledu, w ostatnim czasie prowadze badania nad
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rozwojem metod analitycznych oznaczania zawarto$ci mikotoksyn oraz okres$leniem

wptywu stasowanej ochrony roslin na wystepowanie i ich poziom w ziarnie zb6z (Zat. 4.

11A.27).

Obecnie, obok tematyki realizowanej w ramach opisanego w niniejszym

autoreferacie osiggniecia naukowego, prowadze badania nad zanikaniem pestycydow i

ich metabolitéw w roslinach uprawnych i Srodowisku (Zat. 4. IL.A.15, 18, 23, 24).

Wybrane wskazniki bibliometryczne dorobku publikacyjnego.

Przed Po
L.p. Patametr uzyskan'iem uzyskapiu tacznie
stopnia stopnia
doktora doktora
1.  Publikacje naukowe w czasopismach sie w
bazie Journal Citation Reports
¢ Liczba publikacji 5 30* 35%
e Sumaryczny Impact Factor 5,117 77,642*  82,819*
e tgczna liczba punktow wg listy MNiSW za 95 870* 965*
publikacje z Impact Factor
2.  Patenty
¢ Liczba patentéw 1 2 3
e Lgczna liczba punktow wg MNiSW za 25 50 75
patenty
3.  Publikacje w innych recenzowanych
czasopismach
¢ Liczba publikacji 28 15 43
» tgczna liczba punktéw wg listy MNiSW 132 135 267
4.  Monografie i rozdziaty w monografiach
* Liczba publikacji 3 4 7
» tgczna liczba punktow wg MNiSW 35 20 55
5.  Prace w recenzowanych wydawnictwach z 3 4 7
konferencji i sympozjéw naukowych
6.  Prace popularno-naukowe 0 3 3
7.  Doniesienia na konferencjach 5 16 21
miedzynarodowych
8. Doniesienia na konferencjach krajowych 33 34 67
tqgczna liczba punktow wg klasyfikacji 287 1075 1362

MNiSW

* w tym 7 publikacji wchodzqcych w sktad osiqgniecia stanowiqcego podstawe postepowania
habilitacyjnego (IF - 28,063; 260 pkt MNiSW).
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