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Ocena
pracy doktorskiej mgr inz. Klaudii Pszczolinskiej pt. ,,Opracowanie innowacyjnej metodyki

oznaczania pozostalosci srodkéow ochrony roslin w glebie”

Celem pracy doktorskiej Pani mgr inz. Klaudii Pszczolinskiej bylo opracowanie
metody analitycznej do oznaczania pozostatosci srodkdw ochrony roslin w glebie. Metoda ta
powinna spetnia¢ kilka warunkéw. Powinna by¢ efektywna, dostarcza¢ wiarygodnych
wynikéw oraz by¢ przystosowana do jednoczesnej analizy wielu substancji aktywnych,
glownych skladnikow $rodkéw ochrony roslin. Ponadto powinna by¢ tania, szybka
i przyjazna dla $rodowiska naturalnego. W literaturze dotyczacej analizy pozostatosci
srodkéw ochrony roslin znana jest metoda, uznawana za szybka, latwa, tanig, efektywna,
niezawodng i bezpieczng, do oznaczania tych pozostatosci w owocach i warzywach (metoda
QuEChERS). Doktorantka postanowita na zalozeniach tej metody zmodyfikowad
poszczegdlne jej etapy co mialo doprowadzi¢ do opracowania nowej metody oznaczania
zawarto$ci pozostatosci srodkow ochrony roslin w nowej matrycy biologicznej, w glebie.
Aparaturg pomiarowg do oznaczen mial by¢ chromatograt gazowy sprze¢zony z detektorem -
MS-MS.

Tak postawiony cel badan uwazam za naukowo wazny, a koncepcj¢ badan za w pelni
uzasadniong. Zwigzki aktywne stosowane do ochrony roslin jak rowniez tworzone z nich
metabolity sg cz¢sto zwigzkami chemicznymi, ktore sg szkodliwe dla organizmdéw zyjacych w
srodowisku naturalnym, w tym rowniez dla cztowieka. Waznym wigc aspektem planowanych
badan jest $ledzenie losow substancji aktywnych stanowigcych $rodki ochrony roslin w tym
réwniez ich przeksztalcen w $rodowisku naturalnym, gtownie w glebie i w wodach. Nowa
metoda analityczna mialaby wiec dostarcza¢ waznych informacji o ,.czystosci chemicznej”
gleb planowanych pod uprawy poszczegdlnych roslin oraz czystosci wod gruntowych, rzek
i jezior. Znajomo$¢ zawartosci $rodkow ochrony rodlin i ich metabolitow wyraznie
poprawiloby ocene s$rodowiska naturalnego pod katem bezpieczenstwa dla organizmoéw
pozytecznych dla tego srodowiska, w tym rowniez, jakkolwiek chyba mniej na to zashuguje,

czlowieka. Trzeba réwniez podkresli¢, ze planowane badania dobrze wpisuja si¢ w prace




polskich stuzb ochrony $rodowiska, a szczegélowiej Panistwowego Monitoringu Srodowiska,
w ktdérego programie jest monitorowanie jakosci gleby.

W czgsei literaturowej dysertacji doktorskiej Autorka przedstawita na poczatku rys
historyczny stosowania srodkéw ochrony roslin od czasow starozytnych po dzien dzisiejszy.
Podaje rowniez podzialy stosowanych aktualnie pestycydow pod wzgledem rodzaju
zwalczanych szkodnikow, sposobu ich dzialania, budowy chemicznej, toksycznosci
i trwalo$ci w $rodowisku naturalnym. W kolejnych rozdzialach czesci wstepnej
mgr K. Pszczolinska omawia badania proceséw biodegradacji $rodkéw ochrony roslin
w glebie, glownej czgsci srodowiska naturalnego, w ktorej sie kumulujg. Badania szlakow
biodegradacji, szybkosci tego procesu, sposobow uwalniania si¢ srodka i ich metabolitow jak
rowniez sposobow ich przemieszczania si¢ w srodowisku naturalnym dostarczajg informacji
na temat miejsca i rodzaju zagrozen wynikajacych z ich stosowania. W kolejnym fragmencie
czedci literaturowej Autorka prezentuje budowe strukturalng gleby oraz jej wilasciwosci
fizyczne majace wplyw na trwatos¢ pozostatosci srodkow ochrony roslin oraz ich dystrybucje
w odpowiednich skladnikach gleby. Omawia takze procesy wigzania i uwalniania tych
srodkéw przez gleby o roznych wiasciwosciach takich jak tekstura, zawarto$¢ materii
organicznej oraz pH. Duzy fragment czesci literaturowej poswigcony jest procesom
chemicznej, fotochemicznej oraz mikrobiologicznej degradacji zwigzkéw ochrony roslin w
srodowisku naturalnym, gléwnie w glebie. Omawiajac biodegradacje stusznie zwrocita
uwage, ze jej efektywnos$é zalezy w decydujacej mierze od zawarto$ci mikroorganizmow
w glebie oraz na przyklady kiedy metabolity zwigzku biologicznie aktywnego sg mniej
szkodliwe w stosunku do zwalczanego szkodnika, ale czgsto sg bardziej toksyczne w stosunku
do innych organizméw, czgsto pozytecznych dla $rodowiska naturalnego. Mam nadzieje, ze
obecnie przed dopuszczeniem S$rodka ochrony roslin do stosowania badane sg réwniez
procesy jego biodegradacji w srodowisku naturalnym.

W drugim spojnym fragmencie czgsci literaturowej Autorka przedstawita metody
stosowane do oznaczania pozostalosci po srodkach ochrony roslin w srodowisku naturalnym,
gléwnie w surowcach do produkcji zywnos$ci i wytworzonych produktach zywieniowych.
Najwigcej uwagi poswigcita wielopozostalosciowej metodzie oznaczania pozostatosci
1 metabolitow Srodkéw ochrony roélin, ktéra jest powszechnie stosowana w analizie tych
pozostatosci w owocach i warzywach. Prezentowana metoda znalazla szerokie zastosowanie
nie tylko do oznaczania pozostalosci srodkow ochrony roslin w owocach i warzywach ale
réwniez w innych produktach zywieniowych (mleko, jogurty, jaja, midd) oraz surowcach do

produkcji zywnos$ci (zboza, migso). Prezentujgc te metode omawia najpierw sposoby
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przygotowywania proébek do analizy. W metodzie QuUEChERS stosowano ekstrakcje ciecz-
ciecz oraz dyspersyjng ekstrakcje do fazy stalej. Ta ostatnia metoda sktada si¢ z kilku etapow
i jest jednocze$nie metodg oczyszczania analitow.

Na zakonczenie czesci literaturowej Doktorantka zaprezentowata kilkadziesiat
przyktadow zastosowan réznych wariantdw tej metody do oznaczania pozostatosci
pestycydow w glebie. Przeprowadzila réwniez krytyczng analize porownawcza metody
QuEChERS z innymi metodami stosowanymi dotagd w analizie pozostatosci srodkow ochrony
roslin. Analiza ta wskazala, ze warto pracowa¢ nad udoskonaleniem prezentowanej metody.
Ostatnie fragmenty czesci literaturowej poswigcone sg metodom identyfikacji substancji
czynnych $rodkéw ochrony ros$lin oraz ich ilosciowego oznaczania. Omawia roézne rodzaje
detektorow stosowanych w chromatografii gazowej oraz cieczowej. Koncentruje si¢ na
detektorach w ktorych stosuje si¢ spektrometri¢ mas, prezentujgc rozne techniki jonizacji oraz
typy detektoréw masowych. Podkresla szczeg6lng przydatnosé analizatorow Orbitrap i TOF
w wysokorozdzielczej spektrometrii mas do analizy wieloskltadnikowych mieszanin
zwigzkow chemicznych.

Na poczatku czesci doswiadczalnej przedstawila odczynniki i wzorce Srodkow
ochrony roslin oraz aparature i sprzet laboratoryjny, ktére stosowata w pracy. Podata liste¢ 299
substancji czynnych dla ktérych zamierzata opracowaé metode analizy. Wsrod tych zwigzkow
sg rowniez izomery strukturalne, stereoizomery i metabolity zwigzkdw odpowiedzialnych za
okreslong aktywnos$é. W tabeli podata ich nazwy, wzory sumaryczne, rodzaj aktywnosci
biologicznej, warosci log wspodlczynnika podziatu n-oktanol/woda (log K,y,) 1 wspdtczynnika
adsorbcji (Ko). Szkoda, ze Autorka nie podala wzorow strukturalnych zwigzkow, ktore
pozwolilyby na podstawie obecnosci réznych grup funkcyjnych w ich strukturze wnioskowaé
o ich stabilnosci w glebie, warunkach pomiaru oraz doborze odpowiednich sorbentow
i rozpuszczalnikow przy rozdziale i oczyszczaniu tych substancji. W koncowej czg$ci
poswigconej metodom pomiarowym stosowanym w pracy omawia walidacje majgcg na celu
sprawdzenie poprawnos$ci i wiarygodnos$ci otrzymanych wynikéw. Zaprezentowata sposoby
sprawdzania specyficznosci metody w stosunku do substancji czynnych oraz jej liniowosé¢,
poprawno$¢, precyzj¢, granic¢ oznaczalnosci a takze zakres pomiarowy. Omawia takze
zasady ,,zielonej chemii analitycznej”. Przedstawiona w czesci doswiadczalnej metodyka
oznaczen pozostatosci po srodkach ochrony roslin w glebie nie budzi moich zastrzezen.

Przystepujac do opracowania metody analizy 299 skladnikowej mieszaniny substancji
czynnych $rodkow ochrony roslin Doktorantka musiata najpierw ustali¢ warunki pracy

poszczegolnych aparatéw: spektrometru mas, chromatografu gazowego oraz zoptymalizowaé
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warunki procesu ekstracji tych sktadnikéw z gleby i ich przygotowania do analizy za pomocg
chromatografu gazowego sprzgzonego ze spektrometrem MS-MS. Koniecznym wigc bylo
okreslenie warunkéw pracy chromatografu gazowego i1 wyznaczenia czasOw retencji
wzorcowych substancji oraz warunkéw ich rozdzialu i identyfikacji zaréwno jonow
macierzystych jak i niektérych jonow po ich fragmentacji. Autorka uporzadkowala badane
substancje, wedlug czaséw retencji, w 32 segmenty jondw macierzystych i fragmentacyjnych,
ktére zapewnialy czas catkowitej fragmentacji jondw macierzystych. Dobdr warunkoéw
analizy chromatograficznej rozpoczeta od wyboru kolumny chromatograficznej oraz ustalenia
zakresu temperaturowego pracy tej kolumny. Ustalita, ze poczatkowa temperatura analizy
bedzie wynosita 70°C a koficowa 280°C. Koficowa temperatura byla jednoczesnie temperaturg
ptukania zwrotnego kolumny ze zwigzkéw wysokowrzacych. Ustalita rowniez optymalng
temperature dozownika na 280°C oraz temperature pracy zrodta jonéw rowniez na 280°C.

Interesujacym fragmentem badan bylo dobranie odpowiedniego zakresu cis$nienia gazu
nosnego na czole kolumny w celu blokowania czasu retencji danego zwigzku w trakcie
wielokrotnej analizy mieszanin zwigzkéw. Kolejny fragment opisu badan wlasnych przynosi
wyniki optymalizacji procesu ekstrakcji probek z gleby. Przystosowujac metode
wielosktadnikowej analizy $rodkow ochrony roslin stosowang w warzywach i owocach do
analizy tych pozostalosci w glebie badala wplyw masy probki, dodatku wody i rodzaju
rozpuszczalnika oraz techniki ekstrakcji na odzysk substancji czynnych czyli efektywnosé
ekstrakcji. Po przeprowadzeniu wstepnych badan do ekstrakcji substancji aktywnych z gleby
wybrala acetonitryl i zastosowata mieszany system ekstrakcji poprzez wytrzgsanie rgczne
(I min.) i mechanicznie (1500 obrotow/min., 5 min.). Oczyszczanie ekstraktow poprzez
usuwanie niepotrzebnych interferentow z gleby dokonywala za pomoca dyspersyjnej
ekstrakcji do fazy stalej badz poprzez wytrzasanie sorbenta z ekstraktem w probowce badz w
pipecie. (metoda DPX). Proby wskazaly, ze najwiekszy odzysk ekstraktu uzyskano kiedy nie
prowadzono procesu oczyszczania. Po przeprowadzeniu dodatkowych oznaczen za pomoca
chromatografii gazowej stwierdzono, ze substancje zawarte w glebie nie powodowaly
obnizania sygnatléw analizowanych srodkéw ochrony roslin. Wynik ten zadecydowat o tym,
ze w koncowej wersji opracowanej metody analizy pozostatosci srodkéw ochrony roslin nie
prowadzono proces6w oczyszczania ekstraktow.

Po opracowaniu wszystkich etapow metody, ktora miata by¢ stosowana do oznaczania
pozostalosci srodkow ochrony roslin w glebie mgr Pszczolinska sprawdzita czy speinia ona
wymogi stawiane tego typu oznaczeniom, a tak naprawde¢ to czy wyniki uzyskane ta metoda

sa wiarygodne. Przeprowadzita walidacj¢ metody co do jej specyficznosci, liniowosci,
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poprawnosci, precyzji, powtarzalnos$ci, granicy oznaczalnos$ci, zakresu stosowania i na koniec

niepewnosci. Badania walidacyjne poszczegdlnych wymogdéw wskazaly, ze opracowana

metoda moze by¢ stosowana do oznaczania zawartosci $rodkow ochrony roslin w glebie.
Rowniez ocena tej metody pod katem wymogoéw ochrony srodowiska, a wigc wymogow tzw.
,»zielonej metody analitycznej” rowniez wypadta pozytywnie, gdyz uzyskata 76 pkt. a wigc
znacznie wiecej niz dotad stosowana (62 pkt.).

Opracowang, zwalidowang 1 opisang w pracy metode mgr K. Pszczolinska
zastosowata do oznaczania pozostatosci po srodkach ochrony roslin w 12 probkach gleby z lat
2018 1 2019, przy czym 10 probek poddano analizie wielopozostalosciowej. Autorka we
wnioskach tych badan zwrocila uwage, ze pomimo nie stosowania DDT w ochronie roslin
nadal on i jego metabolity sa obecne w glebie. Pozytywna informacja z tych badan jest taka,
ze zawartos$¢ tych zwigzkow w glebie jest nizsza od dopuszczalne;.

Podsumowujac dokonania mgr K. Pszczolinskiej trzeba stwierdzié¢, ze wykonala
postawione przed nig zadanie. Opracowala bowiem metod¢ do oznaczania
wielosktadnikowych pozostatosci srodkow ochrony roslin w glebie. Kto§ mogtby powiedzied,
ze tylko dostosowata znang metod¢ oznaczania tych pozostatosci w owocach i warzywach do
oznaczania ich w glebie. W mojej ocenie modyfikacje tej znanej metody na kazdym etapie sa
tak zasadnicze, ze z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze Doktorantka opracowala nowa
metode. Zwraca uwage ogromna liczba oznaczen ktore musiata wykona¢ Doktorantka przy
tych modyfikacjach. Tylko Tabela 25 zawierajaca wyniki procesow walidacji metody ma 25
stron co przektada si¢ na 750 oznaczen. Parametry uzyskane w walidacji wskazuja, ze metoda
ta dostarcza wiarygodnych wynikow oznaczen. Metoda ta jak potwierdzila analizami
pozostatosci pestycydow w rzeczywistych probkach gleby bedzie miala szerokie
zastosowanie w praktyce.

Oceniajac wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy stwierdzam, ze wnosza one
wiele wartosciowych informacji do chemii analitycznej zwigzkow biologicznie aktywnych
w matrycach naturalnych. W zalgczonym dorobku Doktorantki znalaztem tylko 1 publikacje
i 4 prezentacje konferencyjne traktujgce o zastosowaniu opracowanej metody do oznaczania
pozostatosci pestycydow w glebie. Mam nadziej¢, ze wraz z przybywaniem nowych wynikow
oznaczen $rodkow ochrony roslin w glebach roznego typu przybedzie roéwniez nowych
oryginalnych publikacji.

Oceniajac edytorskg strong dysertacji doktorskiej mgr K. Pszczolinskiej stwierdzam,
ze jest ona napisana dobrym polskim jezykiem. Z dostrzezonych niefortunnych okreslen

i sformulowan chcialbym zwrdci¢ uwagg, ze: ,,przerwanie wigzania wodorowego™ (str. 33)
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nie jest procesem hydrolizy, a raczej procesem fizycznym, zamiast ,rozbicia wigzan
chemicznych” lepiej pisa¢ ,,rozerwanie wigzan chemicznych” oraz zamiast ,,najwiekszej ilosci
zwigzkow” (str. 115) pisa¢ o ,,najwiekszej liczbie zwigzkow”. Prosze o wyjasnienie czym
roznily si¢ probki gleb 3 i 4 oraz 5 i 6 (Tabela 22). Ponadto wolg ,,izolowanie™ od .,izolacji”.
Podsumowujac moja ocen¢ pracy doktorskiej mg inz. Klaudii Pszczolinskiej
pt. ,.Opracowanie innowacyjnej metodyki oznaczania pozostalosci srodkéw ochrony roslin
w glebie” stwierdzam, ze wyniki uzyskane w trakcie jej realizacji maja duzg wartosé
naukowa dla chemii analitycznej a opracowana metoda oznaczania pozostatosci Srodkéw
ochrony ro$lin w glebie moze znalez¢ zastosowanie w praktyce. Moja ocena opracowania
wynikow dysertacji jest rowniez pozytywna. W $wietle tego stwierdzam, ze przedstawiona mi
do recenzji praca doktorska spelnia wymogi stawiane przez Ustawe o stopniach naukowych
i tytule naukowym. Proponuj¢ wiec Radzie Naukowej Instytutu Ochrony Roslin,
Panstwowego Instytutu Badawczego dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.




