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Ocena 

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

oznaczania pozostalosci srodkow ochrony roslin w glebie'' 

Celem pracy doktorskiej Pani mgr inz. Klaudii Pszczolinskiej bylo opracowanie 

metody analitycznej do oznaczania pozostalosci srodkow ochrony roslin w glebie. Metoda ta 

powinna spelniac kilka warunkow. Powinna bye efektywna, dostarczac wiarygodnych 

wynikow oraz bye przystosowana do jednoezesnej analizy wielu substaneji aktywnych, 

glownych skladnikow srodkow ochrony roslin. Ponadto powinna bye tania, szybka 

i przyjazna dla srodowiska naturalnego. W literaturze dotycz^cej analizy pozostalosci 

srodkow ochrony roslin znana jest metoda, uznawana za szybk^, latwa, tani^, efektywn^, 

niezawodn^ i bezpieczn^, do oznaczania tych pozostalosci w owocach i warzywach (metoda 

QuEChERS). Doktorantka postanowila na zalozeniach tej metody zmodyfikowac 

poszczegolne jej etapy co mialo doprowadzic do opracowania nowej metody oznaczania 

zawartosci pozostalosci srodkow ochrony roslin w nowej matrycy biologicznej, w glebie. 

Aparatur^ pomiarowy do oznaczeh mial bye chromatograf gazowy sprz^zony z detektorem 

MS-MS. 

Tak postawiony eel badah uwazam za naukowo wazny, a koncepcj? badah za w pelni 

uzasadnion^. Zwi^zki aktywne stosowane do ochrony roslin jak rowniez tworzone z nich 

metabolity ŝ  czesto zwi^zkami chemicznymi, ktore ŝ  szkodliwe dla organizmow zyj^cych w 

srodowisku naturalnym, w tym rowniez dla ezlowieka. Waznym wi^c aspektem planowanyeh 

badan jest sledzenie losow substaneji aktywnych stanowi^cych srodki ochrony roslin w tym 

rowniez ich przeksztalceh w srodowisku naturalnym, glownie w glebie i w wodach. Nowa 

metoda analityczna mialaby wi^c dostarczac waznych informacji o „czystosci chemicznej" 

gleb planowanyeh pod uprawy poszczegolnych roslin oraz czystosci wod gruntowych, rzek 

i jezior. Znajomosc zawartosci srodkow ochrony roslin i ich metabolitow wyraznie 

poprawiloby ocen^ srodowiska naturalnego pod k^tem bezpieczehstwa dla organizmow 

pozytecznych dla tego srodowiska, w tym rowniez, jakkolwiek chyba mniej na to zasluguje, 

ezlowieka. Trzeba rowniez podkreslic, ze piano wane badania dobrze wpisuj^ si^ w prace 
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polskich sluzb ochrony srodowiska, a szczegolowiej Panstwowego Monitoringu Srodowiska, 

wktorego programie jest monitorowanie jakosci gleby. -

W cz^sci Uteraturowej dysertacji doktorskiej Autorka przedstawila na pocz^tku rys 

historyczny stosowania srodkow ochrony roslin od czasow starozytnych po dzieh dzisiejszy. 

Podaje rowniez podzialy stosowanych aktualnie pestycydow pod wzgl^dem rodzaju 

zwalczanych szkodnikow, sposobu ich dziatania, budowy chemicznej, toksycznosci 

i trwalosci w srodowisku naturalnym. W kolejnych rozdzialach cz^sci wst^pnej 

mgr K. Pszczolihska omawia badania procesow biodegradacji srodkow ochrony roslin 

w glebie, glownej cz^sci srodowiska naturalnego, w ktorej si? kumuluj^. Badania szlakow 

biodegradacji, szybkosci tego procesu, sposobow uwalniania si? srodka i ich metabolitow jak 

rowniez sposobow ich przemieszczania si? w srodowisku naturalnym dostarczaj^ informacji 

na temat miejsca i rodzaju zagrozen wynikaj^cych z ich stosowania. W kolejnym fragmencie 

cz?sci literaturowej Autorka prezentuje budow? strukturaln^ gleby oraz jej wlasciwosci 

fizyczne maj^ce wplyw na trwalosc pozostalosci srodkow ochrony roslin oraz ich dystrybucj? 

w odpowiednich skladnikach gleby. Omawia takze procesy wi^zania i uwalniania tych 

srodkow przez gleby o roznych wlasciwosciach takich jak tekstura, zawartosc materii 

organicznej oraz pH. Duzy fragment cz?sci literaturowej poswi?cony jest procesom 

chemicznej, fotochemicznej oraz mikrobiologicznej degradacji zwi^zkow ochrony roslin w 

srodowisku naturalnym, glownie w glebie. Omawiaj^c biodegradacj? slusznie zwrociia 

uwag?, ze jej efektywnosc zalezy w decyduj^cej mierze od zawartosci mikroorganizmow 

w glebie oraz na przyklady kiedy metabolity zwi^zku biologicznie aktywnego ŝ  mniej 

szkodliwe w stosunku do zwalczanego szkodnika, ale cz?sto ŝ  bardziej toksyczne w stosunku 

do innych organizmow, cz?sto pozytecznych dla srodowiska naturalnego. Mam nadziej?, ze 

obecnie przed dopuszczeniem srodka ochrony roslin do stosowania badane ŝ  rowniez 

procesy jego biodegradacji w srodowisku naturalnym. 

W drugim spojnym fragmencie cz?sci literaturowej Autorka przedstawila metody 

stosowane do oznaczania pozostalosci po srodkach ochrony roslin w srodowisku naturalnym, 

glownie w surowcach do produkcji zywnosci i wytworzonych produktach zywieniowych. 

Najwi?cej uwagi poswi?cila wielopozostalosciowej metodzie oznaczania pozostalosci 

i metabolitow srodkow ochrony roslin, ktora jest powszechnie stosowana w analizie tych 

pozostalosci w owocach i warzywach. Prezentowana metoda znalazla szerokie zastosowanie 

nie tylko do oznaczania pozostalosci srodkow ochrony roslin w owocach i warzywach ale 

rowniez w innych produktach zywieniowych (mleko, jogurty, jaja, miod) oraz surowcach do 

produkcji zywnosci (zboza, mi?so). Prezentujac t? metod? omawia najpierw sposoby 
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przygotowywania probek do analizy. W metodzie QuEChERS stosowano ekstrakcj? ciecz-

ciecz oraz dyspersyjn^ ekstrakcj? do fazy stalej. Ta ostatnia metoda sklada si? z kilku etapow 

i jest jednoczesnie metody oczyszczania analitow. 

Na zakohczenie cz?sci literaturowej Doktorantka zaprezentowala kilkadziesi^t 

przykladow zastosowah roznych wariantow tej metody do oznaczania pozostalosci 

pestycydow w glebie. Przeprowadzila rowniez krytyczn^ analiz? porownawcz^ metody 

QuEChERS z innymi metodami stosowanymi dot^d w analizie pozostalosci srodkow ochrony 

roslin. Analiza ta wskazala, ze warto pracowac nad udoskonaleniem prezentowanej metody. 

Ostatnie fragmenty cz?sci literaturowej poswi?cone ŝ  metodom identyfikacji substaneji 

czynnych srodkow ochrony roslin oraz ich ilosciowego oznaczania. Omawia rozne rodzaje 

detektorow stosowanych w chromatografii gazowej oraz cieczowej. Koncentruje si? na 

detektorach w ktorych stosuje si? spektrometri? mas, prezentujac rozne techniki jonizacji oraz 

typy detektorow masowych. Podkresla szczegoln^ przydatnosc analizatorow Orbitrap i TOP 

w wysokorozdzielczej spektrometrii mas do analizy wieloskladnikowych mieszanin 

zwi^zkow chemicznych. 

Na pocz^tku cz?sci doswiadczalnej przedstawila odczynniki i wzorce srodkow 

ochrony roslin oraz aparatur? i sprz?t laboratoryjny, ktore stosowala w pracy. Podala list? 299 

substaneji czynnych dla ktorych zamierzala opracowac metod? analizy. Wsrod tych zwi^zkow 

S4 rowniez izomery strukturalne, stereoizomery i metabolity zwi^zkow odpowiedzialnych za 

okreslon^ aktywnosc. W tabeli podala ich nazwy, wzory sumaryczne, rodzaj aktywnosci 

biologicznej, warosci log wspolczynnika podzialu «-oktanol/woda (log K o w ) i wspolczynnika 

adsorbcji (Koc) . Szkoda, ze Autorka nie podala wzorow strukturalnych zwi^zkow, ktore 

pozwolilyby na podstawie obecnosci roznych grup funkcyjnych w ich strukturze wnioskowac 

0 ich stabilnosci w glebie, warunkach pomiaru oraz doborze odpowiednich sorbentow 

1 rozpuszczalnikow przy rozdziale i oczyszczaniu tych substaneji. W koncowej cz?sci 

poswi?conej metodom pomiarowym stosowanym w pracy omawia walidacj? maj^c^ na celu 

sprawdzenie poprawnosci i wiarygodnosci otrzymanych wynikow. Zaprezentowala sposoby 

sprawdzania specyficznosci metody w stosunku do substaneji czynnych oraz jej liniowosc, 

poprawnosc, precyzj?, granic? oznaczalnosci a takze zakres pomiarowy. Omawia takze 

zasady „zielonej chemii analitycznej". Przedstawiona w cz?sci doswiadczalnej metodyka 

oznaczeh pozostalosci po srodkach ochrony roslin w glebie nie budzi moich zastrzezeh. 

Przyst?puJ4C do opracowania metody analizy 299 skladnikowej mieszaniny substaneji 

czynnych srodkow ochrony roslin Doktorantka musiala najpierw ustalic warunki pracy 

poszczegolnych aparatow: spektrometru mas, chromatografu gazowego oraz zoptymalizowac 



warunki procesu ekstracji tych skladnikow z gleby i ich przygotowania do analizy za pomoc^ 

chromatografu gazowego sprz?zonego ze spektrometrem MS-MS. Koniecznym wi?c bylo 

okreslenie warunkow pracy chromatografu gazowego i wyznaczenia czasow retencji 

wzorcowych substaneji oraz warunkow ich rozdzialu i identyfikacji zarowno jonow 

macierzystych jak i niektorych jonow po ich fragmentacji. Autorka uporz^dkowala badane 

substancje, wedlug czasow retencji, w 32 segmenty jonow macierzystych i fragmentacyjnych, 

ktore zapewnialy czas calkowitej fragmentacji jonow macierzystych. Dobor warunkow 

analizy chromatograficznej rozpocz?la od wyboru kolumny chromatograficznej oraz ustalenia 

zakresu temperaturowego pracy tej kolumny. Ustalila, ze pocz^tkowa temperatura analizy 

b?dzie wynosila 70^C a koncowa 280^C. Koncowa temperatura byla jednoczesnie temperature 

plukania zwrotnego kolumny ze zwi^zkow wysokowrz^cych. Ustalila rowniez optymaln^ 

temperatur? dozownika na 280°C oraz temperatur? pracy zrodla jonow rowniez na 280^C. 

Interesuj^cym fragmentem badah bylo dobranie odpowiedniego zakresu cisnienia gazu 

nosnego na czole kolumny w celu blokowania czasu retencji danego zwi^zku w trakcie 

wielokrotnej analizy mieszanin zwi^zkow. Kolejny fragment opisu badah wlasnych przynosi 

wyniki optymalizacji procesu ekstrakcji probek z gleby. Przystosowuj^c metod? 

wieloskladnikowej analizy srodkow ochrony roslin stosowan^ w warzywach i owocach do 

analizy tych pozostalosci w glebie badala wplyw masy probki, dodatku wody i rodzaju 

rozpuszczalnika oraz techniki ekstrakcji na odzysk substaneji czynnych czyli efektywnosc 

ekstrakcji. Po przeprowadzeniu wst?pnych badah do ekstrakcji substaneji aktywnych z gleby 

wybrala acetonitryl i zastosowala mieszany system ekstrakcji poprzez wytrz^sanie r?czne 

(1 min.) i mechanicznie (1500 obrotow/min., 5 min.). Oczyszczanie ekstraktow poprzez 

usuwanie niepotrzebnych interferentow z gleby dokonywala za pomoc^ dyspersyjnej 

ekstrakcji do fazy stalej b^dz poprzez wytrz^sanie sorbenta z ekstraktem w probowee b^dz w 

pipecie. (metoda DPX). Proby wskazaly, ze najwi?kszy odzysk ekstraktu uzyskano kiedy nie 

prowadzono procesu oczyszczania. Po przeprowadzeniu dodatkowych oznaczeh za pomoc^ 

chromatografii gazowej stwierdzono, ze substancje zawarte w glebie nie powodowaly 

obnizania sygnalow analizowanych srodkow ochrony roslin. Wynik ten zadecydowal o tym, 

ze w koncowej wersji opracowanej metody analizy pozostalosci srodkow ochrony roslin nie 

prowadzono procesow oczyszczania ekstraktow. 

Po opracowaniu wszystkich etapow metody, ktora miala bye stosowana do oznaczania 

pozostalosci srodkow ochrony roslin w glebie mgr Pszczolihska sprawdzila czy spelnia ona 

wymogi stawiane tego typu oznaczeniom, a tak naprawd? to czy wyniki uzyskane t^ metody 

S4 wiarygodne. Przeprowadzila walidacj? metody co do jej specyficznosci, liniowosci, 

4 



poprawnosci, precyzji, powtarzalnosci, granicy oznaczalnosci, zakresu stosowania i na koniee 

niepewnosci. Badania walidacyjne poszczegolnych wymogow wskazaly, ze opracowana 

metoda moze bye stosowana do oznaczania zawartosci srodkow ochrony roslin w glebie. 

Rowniez ocena tej metody pod k^tem wymogow ochrony srodowiska, a wi?c wymogow tzw. 

„zielonej metody analitycznej" rowniez wypadla pozytywnie, gdyz uzyskala 76 pkt. a wi?c 

znacznie wi?cej niz dot^d stosowana (62 pkt.). 

Opracowana, zwalidowan^ i opisan^ w pracy metod? mgr K. Pszczolihska 

zastosowala do oznaczania pozostalosci po srodkach ochrony roslin w 12 probkach gleby z lat 

2018 i 2019, przy czym 10 probek poddano analizie wielopozostalosciowej. Autorka we 

wnioskach tych badah zwrociia uwag?, ze pomimo nie stosowania DDT w ochronie roslin 

nadal on i jego metabolity ŝ  obecne w glebie. Pozytywna informacja z tych badah jest taka, 

ze zawartosc tych zwi^zkow w glebie jest nizsza od dopuszczalnej. 

Podsumowuj^c dokonania mgr K. Pszczolinskiej trzeba stwierdzic, ze wykonala 

postawione przed ni^ zadanie. Opracowala bowiem metod? do oznaczania 

wieloskladnikowych pozostalosci srodkow ochrony roslin w glebie. Ktos moglby powiedziec, 

ze tylko dostosowala znan^ metod? oznaczania tych pozostalosci w owocach i warzywach do 

oznaczania ich w glebie. W mojej ocenie modyfikacje tej znanej metody na kazdym etapie ŝ  

tak zasadnicze, ze z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze Doktorantka opracowala now^ 

metod?. Zwraca uwag? ogromna liczba oznaczeh ktore musiala wykonac Doktorantka przy 

tych modyfikacjach. Tylko Tabela 25 zawieraj^ca wyniki procesow walidacji metody ma 25 

stron CO przeklada si? na 750 oznaczeh. Parametry uzyskane w walidacji wskazuj^, ze metoda 

ta dostarcza wiarygodnych wynikow oznaczeh. Metoda ta jak potwierdzila analizami 

pozostalosci pestycydow w rzeczywistych probkach gleby b?dzie miala szerokie 

zastosowanie w praktyce. 

Oceniaj^c wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy stwierdzam, ze wnosz^ one 

wiele wartosciowych informacji do chemii analitycznej zwi^zkow biologicznie aktywnych 

w matrycach naturalnych. W zal^czonym dorobku Doktorantki znalazlem tylko 1 publikacj? 

i 4 prezentacje konferencyjne traktuj^ce o zastosowaniu opracowanej metody do oznaczania 

pozostalosci pestycydow w glebie. Mam nadziej?, ze wraz z przybywaniem nowych wynikow 

oznaczeh srodkow ochrony roslin w glebach roznego typu przyb?dzie rowniez nowych 

oryginalnych publikacj i . 

Oceniaj^c edytorsk^ stron? dysertacji doktorskiej mgr K. Pszczolinskiej stwierdzam, 

ze jest ona napisana dobrym polskim j?zykiem. Z dostrzezonych niefortunnych okresleh 

i sformulowah chcialbym zwrocic uwag?, ze: „przerwanie wi^zania wodorowego" (str. 33) 
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nie jest procesem hydrolizy, a raezej procesem fizycznym, zamiast „rozbieia wi^zan 

chemicznycli" lepiej pisac „rozerwanie wi^zan chemicznych" oraz zamiast „najwi?kszej ilosci 

zwi^zkow" (str. 115) pisac o „najwi?kszej liczbie zwi^zkow". Prosz? o wyjasnienie czym 

roznily si? probki gleb 3 i 4 oraz 5 i 6 (Tabela 22). Ponadto wol? „izolowanie" od „izolacji". 

Podsumowuj^c moj^ ocen? pracy doktorskiej mg inz. Klaudii Pszczolinskiej 

pt. ..Opracowanie innowacyjnej metodyki oznaczania pozostalosci srodkow ochrony roslin 

w glebie'' stwierdzam, ze wyniki uzyskane w trakcie jej realizacji maj^ duz^ wartosc 

naukow^ dla chemii analitycznej a opracowana metoda oznaczania pozostalosci srodkow 

ochrony roslin w glebie moze znalezc zastosowanie w praktyce. Moja ocena opracowania 

wynikow dysertacji jest rowniez pozytywna. W swietle tego stwierdzam, ze przedstawiona mi 

do recenzji praca doktorska spelnia wymogi stawiane przez Ustaw? o stopniach naukowych 

i tytule naukowym. Proponuj? wi?c Radzie Naukowej Instytutu Ochrony Roslin, 

Panstwowego Instytutu Badawczego dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapow przewodu 

doktorskiego. 
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