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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Juana Manuela Molina-Ruiz

pt. ,Development of method for the determination of pesticides in food with high fat
content” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Cieslik na Wydziale Technologii

Zywnosci, Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie.

Recenzja sktada sie z oceny nastepujacych elementow:
1. Dobér i znaczenie tematu

Uktad pracy, bibliografia, wymogi formalne

Koncepcja rozwigzania problemu naukowego

Zastosowana metodyka badan

Przedstawione wyniki i prawidtowo$¢ wnioskowania
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Ocena koncowa

Ad.1) Dobér i znaczenie tematu

Analityka pozostatosci pestycydow jest jednym z dominujgcych zagadnien obszaru analizy
zywnosci skupiajgcej sie na zanieczyszczeniach, substancjach obcych i toksycznych. Wraz z
rozwojem technik analitycznych mozliwe jest oznaczenie pozostatosci pestycydéw na coraz
nizszych poziomach i z coraz wieksza doktadnoscia. Postep w chromatografii gazowej,
cieczowej oraz spektrometrii mas, a w szczegolnosci tandemowej spektrometrii mas pozwolit
na opracowanie szeregu metod analitycznych pozwalajgcych na oznaczenie w jednym
przebiegu nawet kilkuset zwigzkéw na poziomach ppb. Najtrudniejszym zagadnieniem w
analityce pozostatosci pestycydéw w zywnosci jest problematyka prawidtowego
przygotowania prébek do analizy. Jest to etap najbardziej pracochtonny, bedacy
jednoczesnie najwigkszym zrédtem bteddédw w catym procesie analitycznym. Z uwagi na
roznorodno$é matryc, w ktérych oznaczane sg pozostatosci pestycyddw, przygotowanie
prébek jest czesto bardzo specyficzne, uwzgledniajace cechy charakterystyczne produktéw
(matryc), gtéwnie obecnos$¢ substancji utrudniajgcych izolacje i identyfikacje pestycydéw
(duza zawarto$é barwnikéw, cukrow, ttuszczéw, kwasny odczyn produktow).

Pomimo duzej liczby prac dotyczgcych oznaczania pozostatosci pestycyddw, tematyka ta
jest weigz rozwijana i aktualna, z uwagi na uwarunkowania legislacyjne, oraz pojawiajgce si¢

nowe metody identyfikacji i kwantyfikacji pestycydéw, a takze nowe metody przygotowania



probek. Najbardziej istotng metoda, a raczej podej$ciem analitycznym ostatnich lat jest
metoda QUEChERS (733 dokumenty w bazie Web of Knowledge z wyrazem QUEChERS w
temacie), pozwalajgca na uproszczenie i przyspieszenie procesu przygotowania prébek do
analizy.

Zadanie, ktore postawit przed sobg doktorant jest niewatpliwie wazne dla analityki zywnosci,
czego wyrazem jest znaczna liczba prac publikowanych z oznaczania pestycydow w
matrycach o duzej zawarto$ci tluszczu, wybranych do pracy doktorskiej (np. 72 prace w
bazie Web of Knowledge zawierajace w tytule ,oilve” i ,pesticides”, 34 zawierajgce w tytule
carp” i ,pesticides”. Podjecie takiego tematu pracy, w $wietle aktualnych badan i potrzeb
przemystu i laboratoriéw kontrolnych uwazam za zasadne, jednoczesnie zdajgc sobie

sprawe z tego jak trudno w tego rodzaju pracy o nowo$¢ naukowa.

Ad. 2) Uktad pracy, bibliografia, wymogi formalne

Przedstawiona do oceny praca obejmuje 171 stron maszynopisu w jezyku angielskim: 55
stronicowa cze$é teoretyczng, 30 stronicowa cze$¢ metodyczng, oraz 19 stronicowg czgs¢
opisujaca wyniki, po ktérej nastepuje 20 stronicowa dyskusja, 4 stronicowy rozdziat
pos$wiecony aplikacjom i 4 strony wnioskéw. Cytowane pi$miennictwo obejmuje 167 pozycii.
W pracy zamieszczono takze 28 tabel, 39 rycin i wykresow oraz 11 fotografii.

Cze$é teoretyczng rozpoczyna rozdziat poswigcony pestycydom. Przedyskutowano w nim w
zwieztej formie definicje (FAO, EPA, CA), podziat oraz aspekty legislacyjne. W sposéb jasny
i obrazowy przedstawiono problematyke najwyzszych dopuszczalnych poziomow
pozostatoéci (pestycydéw) (MRL) oraz zagrozenia zdrowia i zycia powodowane przez
pestycydy. Rozdziat pierwszy, dotyczacy pestycydéw stanowi dobre i zwigzte wprowadzenie
czytelnika w problematyke pracy. Rozdziat drugi po$wigcono analityce pestycydow, w
szczegolnosci problematyce oznaczania tych zwigzkéw w matrycach o duze; zawartosci
tluszczu. Przedstawiono podstawowe techniki ekstrakcyjne wykorzystywane w
wyodrebnianiu pestycydéw z matrycy, podkreslajgc ich mocne i stabe strony. W kolejnym
podrozdziale oméwiono techniki oczyszczania i wzbogacania probek, w odniesieniu gtownie
do prébek o duzej zawartosci thuszczu. W sposdb bardzo szczegétowy oméwiono ekstrakcje
do fazy statej (SPE) jako metode najczesciej wykorzystywang do oczyszczania
prébek/zageszczania analitéw. W kolejnym podrozdziale autor scharakteryzowat techniki
wykorzystywane do identyfikacji i kwantyfikacji pestycydéw. Z uwagi na charakter tych
zwiazkéw, do ich analizy wykorzystywana jest zaréwno chromatografia gazowa, jaki
cieczowa. Autor przedstawit w sposéb zwigzty ale wyczerpujgcy problematyke poprawne;
identyfikacji oznaczanych zwigzkéw, szczegdlnie uwzgledniajac zalecenia SANCO i kryteria
punktowe stosowane w spektrometrii mas. Szkoda, ze wyjatki z tych zalecen odnoszace sig
do LRMS, HRMS, MS/MS nie znalazty sie w pracy w formie tabelki (Comission Decision
C(2002 3044), 2002/657/EC). Autor po$wigcit takze podrozdziat efektom matrycy
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obserwowalnym w analizie pestycydéw podajgc sposoby ich niwelowania bgdz
minimalizowania. W czesci po$wieconej aspektom analitycznym autor szczegétowo omowit
metode QUEChERS, bedgca wariantem dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej (d-SPE).
Metoda QUEChERS (z licznymi wariantami) od momentu opisania przez Anastassiadesa i
wspotpracownikéw (2003) stata sie intensywnie eksploatowanym obszarem przygotowania
prébek. Doktorant w szczegotowy sposéb omoéwit zasady metody, jej zalety i modyfikacje
uwzgledniajgce specyfike roznych matryc. Zakoriczeniem czeéci teoretycznej jest krotki
rozdziat opisujgcy matryce bedace przedmiotem zainteresowania autora rozprawy (oliwki,
rzepak, avocado, produkty drobiowe i ryby).
W mojej opinii cze$¢ teoretyczna jest napisana w sposob bardzo przejrzysty i jasny, w
wystarczajgco obszerny sposéb przybliza czytelnikowi tematyke pracy.
Uwagi:
e« W oczy rzuca sie niejednorodny sposéb cytowania materiatow Zrédiowych — raz sg to
wymienieni wszyscy autorzy, innym razem tylko pierwszy autor (i in.).
e W pozycji 77 powinno by¢ podane, ze jest to rozdziat w ksigzce (Handbook of Food Analytical
Instruments, Semih Otles (Red.))
W pozycji 78 btednie podano date publikacji ksiazki (powinno by¢ 2007)
Szkoda, ze autor nie podat opisujgc w ostatnim rozdziale rodzaj materiatu badanego/matrycy,

Jjakie pestycydy sg najwiekszym problemem w tych matrycach z uwagi na czestotliwo$c
stosowania, przekroczenia norm i charakter analizowanych zwigzkow.

Ad 3) Koncepcja rozwigzania problemu naukowego

Autor postawit sobie za cel opracowanie metod ekstrakcji i optymalizacje metody
oznaczania pestycydéw w matrycach bogatych w ttuszcz. Zatozeniem autora byto
opracowanie metod opartych na dyspersyjnej SPE/QUEChERS, ktére pozwolityby na
skrocenie czasu analizy | uproszczenie procedury analitycznej. Autor zatozyt
przeprowadzenie dwuetapowych eksperymentéw, gdzie drugi etap ma sie opiera¢ na
modyfikacji pierwszego dla niektérych matryc. Jako metode separacji i identyfikacji
pestycydéw autor zdecydowat sie na wykorzystanie chromatografii gazowej w potgczeniu ze
spektrometrig mas (z uzyciem analizatoréw typu putapki jonowej i analizatora
kwadrupolowego). Proponowane podej$cie analityczne w ogélnym zarysie miesci sig w
standardowym sposobie postgpowania w tego rodzaju pracach.

Ad 4) Zastosowana metodyka badan

Jako matryce w ktérych oznaczano pozostatosci (dodanych) pestycydow autor wykorzystat:
i) oliwki (odmiana uprawowa Picual) w réznym stopniu dojrzatosci, pochodzgce z Hiszpani,
o zawartosci tluszczu 20-24% w zalezno$ci od terminu zbioru, /i) nasiona rzepaku dwéch
odmian Digger i Nelson (o zawartosci ttuszczu 42%), iii) trzy odmiany avocado (Fuerte, Reed
i Hass) poéhodzace z Hiszpanii o réznym stopniu dojrzatosci, a tym samym zawartosci
tluszczu (7 — 19%), iv) watrébki drobiowe o $redniej zawartosci ttuszczu 5% oraz v) migso
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ryb (karp i jesiotr ostronosy, o zawartosci ttuszczu odpowiednio 6 i 15%). Zawartos¢
pestycydéw w materiale badanym sprawdzono w certyfikowanym laboratorium.

W czeéci metodycznej pracy przedstawiono warianty poszczegélnych testow w pierwszej
serii eksperymentéw (str. 75, testy 1-4) oraz drugiej serii (str. 76, testy 5 i 6). W testach tych
wykorzystano rézne kombinacje rozpuszczalnikéw do ekstrakgji i sorbentéw (Ryc. 10 11).
Projekt do$wiadczen wydaje mi sie dos¢ chaotyczny a dobér sorbentdw i kolejnos¢ ich
stosowania do$¢ przypadkowa. (np. z czego wynikato zastosowanie réznych
rozpuszczalnikéw i sorbentéw do ekstrakcji pozostatosci pestycydéw z awokado i oliwek —
podobna zawarto$¢ tluszczu i jego postaé - TAG). To samo dotyczy eksperymentu 2.
Chociaz w tabeli 7 podano ogdlne charakterystyki sorbentéw, to w czesci metodycznej pracy
brakuje w mojej opinii merytorycznego uzasadnienia doboru rozpuszczalnikéw i sorbentow
do badanych matryc. Przed ich doborem autor powinien okresli¢ na podstawie m. in. danych
literaturowych, jakie substancje interferujgce beda stanowity najistotniejszy problem w
oczyszczaniu probek i pod tym katem dobraé sorbent (uwzgledniajac specyfike materiatu i
barwnikéw roslinnych, specyfike materiatu zwierzecego, réznice we frakcjach tluszczowych
materiatu roslinnego i zwierzecego). Wymieniony przez autora jako nowy/nowatorski (?)
etap wymrazania (freezing-out, str. 75) wykorzystywany jest w rozdzielaniu faz w czasie
ekstrakcji od dawna. Autor pisze, ze liczba oznaczanych pestycydéw byta rézna w
zalezno$ci od programu GC-MS i zawartosci pestycydéw w dostepnych roztworach
standardéw (?). W tabeli 9 podano 19 pestycydéw oznaczanych w badanych matrycach w
tescie 1. Nie podano informacji, ktére z nich stanowig najwigkszy problem jesli chodzi o
czestotliwo$é wystepowania w poszczegdinych matrycach (oliwki, rzepak). Czym
powodowany byt rozszerzony z 19 do 29 zwigzkéw sktad mieszaniny pestycydow, ktérymi
wzbogacano matryce w tescie drugim (tabela 10)?. W tescie trzecim, pigtym i szostym
analizowano 24 pestycydy, czwartym — 27.

Uwagi:

e Na chromatogramach zamieszczonych na rycinie 14 i 19 nie podano osi czasu i
intensywnos$ci sygnatu.

e Czy na rycinie 10 nie podano btednie rozpuszczalnikéw stosowanych do ekstrakcji
(eksperyment 3 i 4 — rozbieznosci z tekstem)?

e Na stronie 81 (Test 1) podano, ze analizy prowadzono w trybie SCAN natomiast w tabeli 9
(str. 82) podano jony uzywane w trybie SIM

e Nie podano w czesci metodycznej, czy krzywe standardowe wykres$lono dla wzbogaconej
matrycy, czy czystego rozpuszczalnika

Ad 5) Przedstawione wyniki i prawidlowo$¢ wnioskowania

Wyniki ujeto w podrozdziatach opisujgcych poszczegdlne testy w ramach eksperymentu |
oraz Il. W tescie 1 odzyski pestycydéw dla wiekszosci miescity sie w przedziale 70-120%
przy RSD <17% (dla 20mg/kg). Zaobserwowano wzrost odzyskéw przy rosngcej ilosci
sorbenta uzytego do oczyszczania. Obserwacja ta wystgpowata takze w innych testach. W
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tabeli 16 opisujgcej parametry metody opracowanej do oznaczania zawartosci pozostatosci
pestycydéw w oliwkach i rzepaku podano tylko parametry krzywej standardowej, nie podano
granic wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) metody. W tescie 2, w tabeli 18 ujeto
podstawowe parametry kalibracyjne metody. Spo$rdéd kombinacji sorbentow najlepsze
rezultaty otrzymano dla PSA + SAX. W mojej opinii dodane stezenia pestycyddéw w badaniu
odzyskéw powinny bardziej sie od siebie rézni¢ (niz badane 0.010 i 0.020mg/kg, podobnie w
tescie 3 dodane pestycydy w stezeniach 0.010 i 0.030mg/kg). W tescie 4 otrzymano
podobne wyniki przy ekstrakcji acetonitrylem i octanem etylu, uzyskujgc granice
oznaczalnoéci znacznie nizsze niz MRL. We wszystkich modyfikacjach metod opracowanych
przez autora granice oznaczalno$ci cechujg sie warto$ciami nizszymi od MRL.

W tescie 5 wprowadzono dodatkowy etap oczyszczania ekstraktow z oliwek i rzepaku,
prowadzgc detekcje i analize ilosciowg za pomocg dwoch rodzajoéw spektrometrow — putapki
jonowej i spektrometru kwadrupolowego, gdzie oba aparaty pracowaty w trybie SIM. W tabeli
24 podano granice wykrywalnosci i oznaczalnosci badanych pestycyddw otrzymujgc dla
putapki jonowej, jak i analizatora kwadrupolowego bardzo zblizone warto$ci, znacznie
nizsze niz wartosci MRL dla oliwy i rzepaku. Jednocze$nie na chromatogramach 21 i 22
przedstawiono mieszanine standardéw pestycydéw o tym samym stezeniu, analizowanych
na tych aparatach. Chromatogramy te znacznie réznig sie stosunkiem sygnatu do szumow
dla poszczegolnych pikdw, w $wietle czego podobne granice oznaczalnoéci uzyskane za
pomocg obu aparatéw wydajg sie trudne do wyttumaczenia. Wydaje mi sie, ze niepotrzebnie
autor zamieszczat poréwnanie odzyskéw oznaczonych na dwoch typach aparatéw. O ile
obydwa aparaty mogg rézni¢ sie czutoscig, to wyznaczane odzyski, przy zachowaniu dobrej
praktyki laboratoryjnej powinny by¢ na obu aparatach zblizone.

Wyniki badan zostaty podsumowane w czesci dyskusyjnej, ktéra w mojej opinii zostata do$¢
dobrze i wyczerpujgco napisana. Autor ttumaczy réznice w odzyskach niektorych
pestycydéw w oliwkach i nasionach rzepaku wtasciwosciami sorbentéw, a takze réznicami w
sktadzie olejow — skwalenem w oliwie z oliwek i sktadem kwasow ttuszczowych. Autor
zaobserwowat wptyw wzrostu dodatku wszystkich sorbentéw na usuwanie substancii
interferujgcych w oznaczaniu pestycydow z tych matryc. Dos¢ ciekawym jest duzy wptyw
kwasu linolowego na czystos¢ ekstraktu i jego staba adsorpcja na ztozach, podczas gdy
dominujgcym kwasem tluszczowym zaréwno w oliwie z oliwek, jak i oleju rzepakowym jest
kwas oleinowy i nalezatoby sie spodziewa¢ wigkszych probleméw z usuwaniem witasnie tego
kwasu. W sposéb wnikliwy autor odnidst sie do danych literaturowych dotyczacych m. in.
zawarto$ci pestycydéw w miesie ryb. Odnoszac sie do metod opisywanych w literaturze
autor podkresla wypracowane nowe podejscie w analizie dyspersyjnej SPE — tzw. ,dual-d-
SPE clean up”, cho¢ mam watpliwosci czy dwukrotne, sekwencyjne stosowanie sorbentow
mozna juz zakwalifikowaé jako nowe podejscie w d-SPE. W catej dyskusji wynikow w



wyczerpujgcy sposéb autor odnidst sie do wynikéw literaturowych dotyczgcych badan
pozostatosci pestycydow w takich samych , lub zblizonych matrycach. W podsumowaniu
dyskusji autor podkresla réznice w opracowanym podejéciu analitycznym w poréwnaniu do
Ltradycyjnej” metody QUEChERS wskazujgc na korzysci w stopniu oczyszczenia ekstraktu
wykorzystujgc sekwencyjnie ztoza (PSA+GCB+C18) + SAX+C18) i stosowane przez innych
autoréw wymrazanie. Nowatorskie w opinii autora podejscie do analizy pestycydéw
proponowanymi metodami znajdzie ostateczne potwierdzenie w publikacjach bedgcych
wynikiem tej pracy.

W ostatnim rozdziale pracy znalazty sie dane literaturowe dotyczace matryc
wykorzystywanych przez autora w swoich badaniach. Informacje te, jak sugerowatem
mogtyby znalez¢ sie w czesci literaturowej pracy w ostatnim rozdziale poswigconym

materiatowi badanemu.

Uwagi:
e Str. 108 autor raz pisze o pisze o krzywych standardowych sporzgdzonych w acetonitrylu a
takze w octanie etylu, lub o heksanie i octanie etylu.

Ad 6) Ocena koricowa

Rozprawe doktorskg pana mgr Juana Manuela Molina-Ruiz oceniam jako warto$ciowg pod
wzgledem naukowym, zawierajgca elementy nowosci naukowej, dobrze zredagowang,
szczegdblnie w czesci teoretycznej. Uwagi i sugestie wymienione powyzej nie wptywajg na
jednoznacznie pozytywna ocene pracy. Na podkreslenie zastuguje wybér okreslonego
rodzaju matrycy (o duzej zawartosci ttuszczu) o zréznicowanym charakterze (materiat
roélinny i zwierzecy), wymuszajgcy stosowanie zréznicowanego podej$cia w doborze
rozpuszczalnikdw i sorbentéw w procesie przygotowania probek. Stosowanie sekwencyjnego
oczyszczania na ztozach pozwolito na otrzymanie ekstraktow o zadawalajgcej czystosci
umozliwiajgcych oznaczanie wybranych pestycydéw na niskich poziomach. Autor pracy
wykazat sie znajomoscig warsztatu analitycznego zaréwno w obszarze przygotowania
prébek, jak i analizy za pomocg GC/MS tych zwigzkow.

Stwierdzam, ze oceniana przez mnie rozprawa spetnia wszystkie wymagania
stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym, zwracam sig¢ do Rady Wydziatu
Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie o dopuszczenie pana mgr Juana
Manuela Molina-Ruiz do dalszych etapéw postepowania o ubieganie sie o nadanie stopnia
naukowego doktora.
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