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Recenzja

Rozprawy doktorskiej autorstwa Pani mgr Ewy Rutkowskiej, pt. ,Efekt matrycy w
wielopozostatosciowej metodzie oznaczania pozostatosci $rodkéw ochrony rosélin” wykonanej pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. Bozeny tozowieckiej oraz dr hab. Piotra Kaczynskiego prof. IOR-PIB w
Terenowej Stacji Doswiadczalnej w Biatymstoku - Instytutu Ochrony Roélin — Paristwowego Instytutu

Badawczego.

Zywnos$ci poza dostarczaniem do organizmu cztowieka niezbedny do zycia sktadnikow
odzywczych jest niestety réwniez irédtem szeregu substancji niepozadanych i czesto wykazujacych
dziatanie szkodliwe. Zwigzki chemiczne obce dla organizméw zywych sg czesto w literaturze tematu
okreslane jako ksenobiotyki. Obecnosé ksenobiotykéw w zywnosci jest konsekwencja powszechnej ich
obecnosci srodowisku, ale réwniez syntezy w trakcie proceséw przetwdrczych zywnosci, migracji z
materiatow opakowaniowych i in. Ksenobiotyki emitowane sg zaréwno ze zrédet antropogenicznych jak i
naturalnych. Chroniczne narazenie na szerokg game ksenobiotykéw jest typowe dla populacji
generalnej. Bardzo czesto zywno$¢ stanowi gtéwne na nie zrédto narazenia. Struktura srédet narazenia z
przewagg pobrania wraz z dietg jest charakterystyczna dla wiekszosci trwatych zanieczyszczen
organicznych, mikotoksyn, metali ciezkich czy tez pozostatoéci érodkéw ochrony roslin.

Problematyka wystepowania pozostatosci érodkéw ochrony roélin w zywnosci oraz surowcach
rolnych jest niezwykle aktualna. Wszystkie wiodace osrodki naukowe na $wiecie podejmujg prace w
zakresie rozwigzywania problemdéw agrotechnicznych stosowania $rodkéw ochrony roélin zaréwno w
ramach rolnictwa konwencjonalnego, integrowanego czy nawet ekologicznego. Prowadzone s3 bardzo
liczne prace w zakresie toksykologii i chemii érodkéw ochrony roslin. Nowo zdobywana wiedza wymusza
bardzo silne zmiany w zakresie prawnych regulacji stosowania $rodkéw ochrony roslin, maksymalnych
dopuszczalnych pozostatosci czy tez rejestracji substancji aktywnych i samych preparatéw
przeznaczonych do stosowania w rolnictwie. Jednym z czesto obecnie podejmowanych probleméw jest
rowniez skumulowane dziatanie toksyczne réznych substancji chemicznych, w tym substancji aktywnych

$rodkéw ochrony na organizm cztowieka, w tym takze ich dziatanie hormonalnie aktywne. Znajduje to



miedzy innymi odzwierciedlenie w metodykach oceny ryzyka zdrowotnego przyjetych i stosowanych
przez Europejski Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci.

Z punktu widzenia problematyki badawczej podejmowanej w zakresie pozostafosci srodkow
ochrony roélin w zywnosci, kluczowym elementem s3 zagadnienia z zakresu metrologii pomiarow oraz
aspektow analitycznych oznaczania substancji aktywnych z ztozonych matrycach zywnosciowych.
Powyzsze, ma nie tylko istotne znaczenia z punkty widzenia koniecznosci dostarczania wiarygodnych
danych analitycznych na potrzeby prowadzenia prac badawczych, ale réwniez z uwagi na rutynowo
wykonywane prace laboratoriéw realizujgcych zadania z zakresu urzedowej kontroli zywnosci, czy tez
laboratoriéw badajacych surowce i zywno$¢ kierowane na eksport. Bezpieczeristwo zywnosci oraz
tagodzenie ryzyka w miedzynarodowym obrocie towarowym zywnoscig i surowcami rolnymi sg jednymi
z kluczowych elementéw licznych strategii krajowych jak i Unii Europejskiej. Istota problemow
analitycznych zwigzanych z badaniem pozostatosci substancji aktywnych srodkéw ochrony roslin wynika
z liczebnoséci réinych zwigzkéw chemicznych, ktérych oznaczanie jest konieczne czesto w jednym
przebiegu analitycznym i jednej procedurze badawczej oraz ztozonosci matrycy zywnosci. Brak jest
rowniez mozliwoéci stosowania specyficznych metod wyodrebniania analitéw z matrycy i ich
selektywnego oczyszczania z uwagi na rdznorodnos¢ klas chemicznych substancji stanowigcych

oznaczane substancje aktywne.

Ocena formalna pracy.

Problematyka rozprawy doktorskiej Pani mgr Ewy Rutkowskiej skupiona jest na zagadnieniu tzw.
efektu matrycy obserwowanego w analizie chromatograficznej i/lub spektrometrii mas.

Oceniana dysertacja mgr Ewy Rutkowskiej jest skonstruowana w sposoéb nie odbiegajacy pod
wzgledem formalnym od schematu przyjetego dla prac doktorskich. Praca obejmuje 74 strony
maszynopisu, w tym 6 tabel oraz 5 rysunkéw. Dodatkowo w sktad pracy wchodzg 4 publikacje wskazane
jako jednotematyczny cykl bedacy przedmiotem rozprawy doktorskiej w sposdb przejrzysty
dokumentujgce przeprowadzone prace eksperymentalne. Zwraca uwage, ze 2 sposrod wskazanych prac
zostaly opublikowane w czasopismach z wysokim wspétczynnikiem odziatywania, w tym m.in.
prestizowe Food Chemistry (IF ponad 6) zgodnie z rokiem opublikowania. Udziat doktorantki w
powstaniu publikacji wg o$wiadczeri autorki i wspdtautoréw wynosi 80 — 85 %.

Dysertacja sktada sie z 10 gtéwnych rozdziatéw oraz zatgcznikdw. Praca w zdecydowanej czesci
napisana jest w sposob jasny i zrozumiaty. taczna liczba cytowanych opracowac w dysertacji oraz
monotematycznym cyklu publikacji obejmuje kilkaset pozycji literaturowych, w tym z ostatnich lat.
Wyniki w ocenie recenzenta sg oryginalne i generalnie opracowane z zastosowaniem odpowiednich

metod analitycznych i statystycznych.



Przeglad literatury stanowi zwiezte i przejrzyste opracowanie, w ktédrym autorka poza
przedstawieniem podstawowego badawczego problemu metrologicznego, przedstawia rowniez
aktualne dane z zakresu mozliwosci redukcji efektow matrycy lub ograniczania jego wptywu na wyniki
pomiaréw analitycznych w tym w kontekscie obecnie obowigzujgcego prawodawstwa Unii Europejskiej i
dokumentéw normatywnych.

Dalsze rozdziaty pracy zostaty opracowane w oparciu o wczesniej opublikowane dane w ramach

monotematycznym cyklu publikacji.

Ocena merytoryczna pracy.

Autorka w pracy postawita hipoteze badawczg, ze zoptymalizowane strategie etapu
przygotowania prébki materiatu roslinnego i srodowiskowego do badar wielu pozostatosci $.0.r. oraz
etapu analizy instrumentalnej wptyng na efekt matrycy. Ponadto autorka wskazuje, ze efekt matrycy
powigzany bedzie z wtasciwosciami fizyko-chemicznymi badanych analitéw oraz metodami detekcji.

W celu weryfikacji tak postawionej hipotezy autorka przeprowadzita szereg badan opisanych w
szczegotach w czterech przytaczanych publikacjach, ktérych tytuty wtaéciwie odzwierciedlajg ich tresé:
1. Influence of Quechers modification on recovery and matrix effect during the multi-residue
pesticide analysis in soil by GC/MS/MS and GC/ECD/NPD.
2. Modification of multiresidue Quechers protocol to minimalize matrix effect and improve
recoveries for determination of pesticide residues in dried herbs followed by GC-MS/MS.
3. Three approaches to minimize matrix effects in residue analysis of multiclass pesticides in dried
complex matrix using gas chromatography tandem mass spectrometry.
4. Compensation of matrix effects in seed matrices followed by gas chromatography-tandem mass

spectrometry analysis of pesticide residues.

W czesci doswiadczalnej scharakteryzowano materiat badawczy oraz oméwiono metody badan.
Badania zgodnie z tytutami publikacji prowadzono na prébkach gleby, suszonych ziét, nasionach réznych
gatunkow roslin oraz suszonych owocach.

Efekt matrycy jest definiowany, jak wskazuje Autorka jako obserwowane wzmocnienie lub
ttumienie sygnatu analitycznego w obecnosci sktadnikéw matrycy. Obrazowo mozna powyzszy problem
przedstawi¢  jako obserwowany zmieniony sygnat analityczny (np. powierzchnia pikéw
chromatograficznych) obserwowany dla roztworéw wzorcowych badanych substancji wprowadzanych
do uktadu chromatograficznego w roztworach ztozonych z czystych rozpuszczalnikach w odniesieniu do
roztwor wzorcow rozpuszczonych w rozpuszczalnikach w obecnosci badanej matrycy. W taki sposob

problem przedstawia Autorka w swojej dysertacji oraz takie podejécie jest szeroko stosowane w



literaturze tematu. W tym miejscu nalezy wyraznie podkreéli¢, ze tak skonstruowana definicja nie
obejmuje trudnosci analitycznych wynikajacych z obecnosci interferencji chromatograficznych
uniemozliwiajgcych poprawng interpretacje chromatograméw. Problem efektu matrycy wynika w
przypadku chromatografii gazowej gtéwnie lub wytacznie z réznicy ,zachowania sie” analitéw — innej ich
absorpcji czy degradacji w momencie dozowania do ukfadu chromatograficznego a takie w
poczatkowym fragmencie kolumny chromatograficznej. Powyzsze informacje Autorka réwniez dyskutuje
w swojej dysertacji. Czgsto obserwowanym zjawiskiem jest réwniez zmienionej szerokosci pasm
chromatograficznych i ksztafty pikow chromatograficznych na skutek blokowania miejsc aktywnych
obecnych w kolumnie lub catym uktadzie chromatograficznym lub tzw. efektu rozpuszczalnika,
kondensujacego na czole kolumny. W odrdznieniu do chromatografii gazowej sprzeionej ze
spektrometrig mas, gdzie najczesciej nie zachodzi do zaburzania procesu jonizacji w zrédle jondw, w
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometriag mas efekt matrycy ma najczesciej zupetnie inne
podfoze wynikajgce z interakcji sktadnikéw matrycy z analitami w trakcie jonizacji, w mniejszym lub
minimalnym stopniu wynikajgcym ze zjawisk chromatograficznych.

W celu weryfikacji przyjetej w pracy hipotezy badawczej autorka podjeta realizacje szeregu prac
obejmujacych modyfikacje m.in:

a) sposobu przygotowania prébki do badan w celu eliminacji substancji interferujacych;

b) uzyskanie efektu matrycy w rozpuszczalnikach stosujac tzw. substancje ochronne lub kalibracje w
matrycy;

c) weryfikacje wptywu stosowanych modyfikacji na podstawowe parametry statystyczne metody.

W opinii recenzenta stosowanie substancji ochronnych lub kalibracji w matrycy nie wptywa na
efekt matrycy (zgodnie z przyjeta definicjg), w zasadzie ma na celu wywotanie tego efektu (zwigzanie
miejsc aktywnych), w celu eliminacji systematycznych btedéw analitycznych. Powstajgcy efekt matrycy
niweluje niedoskonatosci uktadu chromatograficznego, najczesciej korzystnie wptywajgc na parametry
metody np. w odniesieniu do uzyskiwanej granicy oznaczalnosci. Stad tez, realizowane w tym zakresie
prace trudno okresli¢ jako badajace efekt matrycy, chociaz niewatpliwie istotne z punktu widzenia
doktadnosci metod analitycznych.

W tym miejscu nalezy rowniez poddac dyskusji dlaczego autorka poréwnuje w kontekscie analizy
efektow matrycy rdéine uktady detekcyjne stosowane w chromatografii gazowej, skoro z literatury
tematu wiadomo, ze w przypadku tej techniki efekt matrycy wynika z samego procesu
chromatograficznego. Autorka sama wskazuje na stronie 41 dysertacji (oraz publikacja 1), ze stosowanie
selektywnego uktadu GC/MS redukuje szumy i tio obserwowane przy stosowaniu detektora
termojonowego czy tez wychwytu elektronow.

Wymaga réwniez wyjasnienia dlaczego w rozdziale 6 dysertacji zatytutowanym metody analizy

statystycznej autorka wskazuje, ze stosujgc analize sktadowych giéwnych w celu lepszego zrozumienia



efektu matrycy poszukiwano korelacji pomiedzy wybranymi wtasciwosciami fizykochemicznymi
analizowanych zwigzkdéw przy zastosowaniu rdoznych metod detekcji w chromatografii gazowej.
Recenzent nie kwestionuje w tym miejscu doboru metody statystycznej, ktéra wydaje sie wtasciwa dla
zfozonego zbioru danych obrazujgcego wiasciwosci badanych substancji. Niemniej postawione w pracy
stwierdzenie wydaje sie raczej skrotem myslowy poniewaz jak zaktada recenzent zamiarem autorki byto
skorelowanie obserwowanych efektow matrycy z witasciwosciami fizykochemicznymi a nie analiza
korelacji pomiedzy samymi wtasciwosciami. _

Niemniej w analizie statystycznej jako zmienne uzyto logarytméw wspétczynnikéw podziatu pomiedzy
osrodki lipofilowe i hydrofilowe, preznosci par, rozpuszczalnosci oraz warto$¢ masy czasteczkowej a
takze obserwowane efekty matrycy osobno dla GC/MS/MS i detektoréw selektywnych. Wymaga
wyjasnienia dlaczego autorka jednoczesnie analizuje dane uzyskane rdéinymi technikami detekcji
pofaczonymi z chromatografig gazowa skoro nie to jak wskazano wczesniej decyduje o obserwowanych
efektach matrycy. Autorka wskazuje w tym samym rozdziale miedzy innymi, ze metoda detekcji miata
wptyw na efekty matrycy. Takie stwierdzenie w opinii recenzenta nie jest poparte wystarczajgcym
materiatem dowodowym. Czy nie zostaty w tym przypadku uwzglednione efekty zwigzane z obecnoscig
interferencji chromatograficznych nie definiowanych przeciez jako ,efekt matrycy” sensu stricte ? W
opinii recenzenta w celu analizy samego efektu matrycy nalezato skupi¢ sie wytgcznie na wykorzystaniu
mozliwie selektywnego uktadu detekcyjnego, ktory ogranicza mozliwie jak najbardziej interferencje
chromatograficzne i jak wskazano wczesniej, autorka sama ten fakt podkreéla. Dodatkowo, nalezy
zwroci¢ uwage, iz doswiadczenia wykonywano na kolumnach chromatograficznych o réznych wymiarach
w szczegolnosci srednicy, ktéra decyduje o ilosci i masie fazy stacjonarnej. Nasuwa to pytanie w jaki
sposob autora wykluczyta rdéinice w efektach matrycy wynikajgce z rdéznic w uktadach
chromatograficznych ? Zwraca m.in. wyraznie uwage widoczny na rysunku 5 publikacji 1 ksztatt i
szerokosc¢ pikédw chromatograficznych.

Relatywnie stabym elementem recenzowanej pracy jest uktad doswiadczen dotyczacych oczyszczania
probek wskazanych w podrozdziatach 3.6.1 — 3.6.5. Autorka nie wyjasnia na jakiej podstawie dobrany
zostat sktad nosnikéw do dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej. Wnikliwy obserwator po zapoznaniu sie z
uktadem doswiadczen nabiera wrazenia, ze dobé6r noénikéw ma raczej charakter przypadkowy. Dla
przyktadu podrozdziat 3.6.2 strona 29, oczyszczanie probek o niskiej zawartosci wody, wariant i) 200 mg
Z-SEP+, ii) 12 mg Z-SEP/ 300 mg C18, iii) 60 mg Z-SEP / 50 mg PSA / 10 mg ENVI-Carb / 150 mg PSA. W
jaki sposéb w tak okreslonym uktadzie doswiadczeri zbadano wptyw np. noénika Z-SEP+ i wielkoé¢ jego
dodatku na uzyskiwane efekty, skoro badano jego wplyw za kazdym razem w obecnosci innych
dodatkow ? Nie jest réwniez zrozumiate jak istotna jest réznica pomiedzy nosnikiem okreslonym jako
GCB — tzw. wegiel grafityzowany oraz ENVI-Carb, ktéry réwniez jest weglem grafityzowanym. Podobne

watpliwosci budzg dalsze podrozdziaty opisujgce metody badawcze.



W pracy pojawity sie liczne drobne niescistosci, przyktadowo :

- strona 37 ,,analitéw o budowie planarnej, ktére ulegaja rozktadowi na powierzchni sorbentéw”, co jest
nie poparta dowodami hipoteza, gdyz najprawdopodobniej anality ulegaja po prostu bardzo silnej
adsorpcji a nie degradacji;

- strona 37 Tabela 2 nie zawiera danych dotyczacych wtasciwoséci badanych substancji jak wskazano w
tekscie;

- strona 38 ,w celu ochrony wrazliwych na zmiany temperatury zwigzkéw”, prawdopodobnie w
rozumieniu wrazliwych na procesy hydrolityczne zwigzkéw, ktérych rozktad szybciej zachodzi w
podwyzZszonej temperaturze;

- strona 41 nie jest jasne na jakiej podstawie uznano np. tolilofluanid za zwigzek o budowie ptaskiej;

- strona 43 prawdopodobnie uzyskiwane odzyski nie byty stabe a wykazywaty niskie wartosci;

- strona 45 i 47 z tekstu nie wynika dlaczego w taki a nie inny sposéb dobrano skfad noénikéw do
oczyszczania, dlaczego zmieniano sktad mieszaniny wszystkich dodatkéw a nie podjeto prdby
identyfikacji skfadnikéw o najwigkszym lub jedynym znaczeniu w odniesieniu do sktadnikéw matrycy ?

- strona 47 nie jest jasne w jaki sposob autorzy uzasadniaja powigzanie czasu retencji analitdw z czasem
retencji substancji ochronnych, skoro efekty matrycy nie wynikajg w chromatografii gazowej z dziatania
ukfadu detekcyjnego a ze sposobu dozowania prébki ?

- strona 50 zwyczajowo stosowane jest okreslenie nanosi¢ na kolumng lub dozowa¢ do uktadu zamiast
wprowadzac do kolumny;

- strona 50 produkty powinny zosta¢ okreslone jako specyficzne i unikatowe raczej niz specyficzne i
unikalne;

Powyzsze niedociggniecia nie rzutujg istotnie na catoksztatt pracy.

Rozdziat 9 zatytutowany wnioski budzi u recenzenta znaczny niedosyt, gdyz w obrebie 11
zaprezentowanych punktdw w zasadzie tylko 3 pierwsze spetniajg kryteria wnioskow, pozostate sg raczej

stwierdzeniami i uogélnieniami wynikéw.

Na zakonczenie chce podkresli¢, ze w oparciu o przeprowadzone prace badawcze Autorka
wykazata, ze wdrazane przez nig strategie istotnie wptywajg na obserwowane efekty matrycy w analizie
pozostatosci sSrodkdw ochrony roslin, oraz ze efekty matrycy sg skorelowane z wtasciwosciami analitow,

udowadniajgc tym samym postawiong na wstepie hipoteze badawcza.



Ocena koncowa

Na podstawie wnikliwej analizy przedtozonej rozprawy doktorskiej, uwazam, ze oceniana praca
dokumentuje szeroka wiedze Doktorantki, znakomite opanowanie warsztatu analitycznego i
naukowego. Istotnym i pozytywnym elementem pracy jest dokonane potgczenie elementu badan
podstawowych i aplikacyjnych o duzym znaczeniu dla funkcjonowania laboratoriow badawczych. Na
podkreslanie zastuguje réwniez ilos¢ opublikowanych artykutéw w czasopismach o istotnych
wskaznikach prestizu. Praca posiada istotng wartos¢ naukowg i wptywa na obecny stan wiedzy i techniki
w dziedzinie. Wystepujagce w pracy niescistosci nie umniejszajg bardzo istotnie jej koncowemu
naukowemu charakterowi i licze na ich wyjasnienie w trakcie publicznej obrony pracy.

W Swietle przedstawionej pozytywnej oceny recenzowanej pracy doktorskiej, stwierdzam, ze
praca zarowno pod wzgledem wartosci merytorycznej uzyskanych wynikdw, jak i ich sposobu prezentacji
spefnia wymogi okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r, ,0 stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 wraz z pdzniejszymi
zmianami; Dz.U. 2017 poz. 1789), stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam
sie do Rady Naukowej Instytutu Ochrony Roslin — Paristwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu o
dopuszczenie Pani mgr Ewy Rutkowskiej do dalszych etapdw ubiegania sie o nadanie stopnia naukowego

doktora.
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