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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Klary Nestorowicz
pt. ,Analysis of Secondary Organic Aerosol from Isoprene and Butadiene with

Hyphenated Mass Spectrometry”

Pani mgr Klara Nestorowicz wykonata prace doktorskg zatytutowang: ,Analysis of Secondary
Organic Aerosol from Isoprene and Butadiene with Hyphenated Mass Spectrometry” pod

kierunkiem naukowym prof. dr hab. Rafata Szmigielskiego w Instytucie Chemii Fizycznej PAN.

Praca doktorska bedaca przedmiotem tej recenzji dotyczy aktualnego problemu identyfikacji
substancji organicznych bedacych skfadnikami aerozoli, ktdre powstajg w wyniku zachodzacych w
atmosferze reakcji fotochemicznych butadienu i izoprenu. Aerozole sa obecnie intensywnie badane
ze wzgledu na ich udziat w ksztattowaniu pogody i klimatu, a takze niekorzystny wptyw na zdrowie
cztowieka. Czastki aerozolu, zwtaszcza frakcja PM, s skutecznie wnikajg do ukfadu oddechowego a
nastepnie mogq przekracza¢ $cianki naczyn krwionosnych, co prowadzi do réznorodnych,
niekorzystnych efektéw fizjologicznych, takich jak powstawanie chorob uktadu sercowo-
naczyniowego, uktadu oddechowego, choréb alergicznych i innych. Z tego wzgledu badanie
czastek PM,s moze mie¢ duze znaczenie w chemii $rodowiska. Okazuje sig, ze znaczacq czes¢
czastek PM, s stanowiq aerozole organiczne tworzace sie w wyniku fotochemicznych przeksztatcen
weglowodorow. Jednak pomimo zainteresowania sktadem chemicznym aerozoli, zidentyfikowana

zostata tylko nieznaczna cze$c¢ sktadnikow organicznych wchodzacych w ich sktad. Przyczynami
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tego stanu wiedzy jest duza z ztozono$¢ badanych uktadéw oraz ograniczona dostepnos$¢ badanych
substancji. Ogranicza to mozliwos¢ stosowania takich technik jak NMR i rentgenografia i wymusza
zastosowanie technik sprzezonych, gtdwnie LC-MS. Chociaz techniki MS i MS/MS dostarczajg wielu
informacji dotyczacych struktury badanego zwigzku to jednak uzyskany wynik ma charakter
bardziej lub mniej prawdopodobnej hipotezy i wymaga potwierdzenia innymi technikami
analitycznymi. Jest to sytuacja podobna do wystepujacej w badaniach metabolomicznych, kiedy
wykryte substancje zostajg na poczatkowym etapie badan scharakteryzowane jedynie na
podstawie ich masy czasteczkowej i parametrow chromatograficznych. Identyfikacje =z
wykorzystaniem HRMS i technik fragmentacyjnych oraz baz danych pozwala zaproponowac
okreslone struktury, jednak w celu potwierdzenia identyfikacji konieczne sg dodatkowe badania z
wykorzystaniem odpowiednich wzorcéw. Gdy te nie sg dostepne handlowo jedyng mozliwoscig jest
przeprowadzenie ich chemicznej syntezy. Ta sytuacja wystgpita w pracy doktorskiej pani Klary
Nestorowicz. Chociaz znaczna cze$¢ wykrytych przez nig substancji byta znana i dostepna
handlowo (np. kwas winowy, kwas jabtkowy czy tez kwas treonowy). Jednak w prowadzonych
badaniach udato sie jej odkry¢ nowe skiadniki wystepujace w aerozolach organicznych
powstajacych w wyniku fotoutleniania butadienu i izoprenu. Niektore z tych substancji (kwas 2-
metylowinowy, kwas 2-metylotreonowy i kwas 3-metylotreonowy) nie zostaty wczesniej opisane
w literaturze chemicznej i wymagaty opracowania oryginalnych syntez.

Posiadanie probek o jednoznacznie potwierdzonej strukturze umozliwito zweryfikowanie wstepnej
identyfikacji nowoodkrytych substancji przez pordwnanie czaséw retencji i widm
fragmentacyjnych. Na wstepnym etapie badan autorka skoncentrowata sie na badaniach
modelowych prowadzonych w komorze aerozolowej. Te technika badawcza umozliwita
prowadzenie eksperymentéw w kontrolowanych warunkach, co pozwolito na zbadanie efektu
powodowanego przez rézng zawarto$¢ pary wodnej w reagujacych uktadach a takze wptywu
dodanego do sSrodowiska reakcji kwasu (H,S04). To narzedzie badawcze pozwolito tez na
precyzyjng kontrole stezenia gazow (izopren, butadien, NO), ktére znajdowaty sie w reaktorze.
Reagujgca mieszanina byta poddawana naswietlaniu promieniami UV o kontrolowanym natezeniu.

W warunkach eksperymentu byto mozliwe ciggle monitorowanie stezen kluczowych reagentéw a



takze powstajacego w reaktorze ozonu. Eksperymenty te pozwolity na wykrycie licznej grupy
produktéw powstajacych zaréwno z butadienu jak i z izoprenu. Sg to w wiekszosci kwasy
organiczne, zawierajgce liczne grupy hydroksylowe, a takze ich pochodne (estry kwasu
siarkowego, laktony estry kwasu azotowego). Eksperymenty modelowe umozliwiajgq ustalenie jakie
produkty moga powstawac z butadienu, stanowigcego zanieczyszczenie antropogenne a jakie z
izoprenu, ktory jest najprostszym terpenoidem (hemiiterpenem) powstajacym w naturalnych
procesach zachodzacych w przyrodzie. Zwigzki wykryte w modelowych eksperymentach zostaty
nastepnie potwierdzone w probkach aerozoli zebranych w stacjach badawczych w Godowie, Diablej
Goérze, Zielonce i miejskim parku Kaskada znajdujacym sie na terenie Warszawy. Analiza
naturalnych probek aerozoli wykazata, ze wiekszo$¢ substancji wykrytych w warunkach
modelowych zostata znaleziona w prébkach pochodzenia naturalnego. Na podstawie znajomosci
gtownych produktow powstajacych z butadienu i izoprenu, znalezione zostaty markery, ktére
umozliwiajg okreslenie, czy w danej probce aerozoli przewazaty produkty pochodzenia
antopogennego, czy tez powstajace w wyniku naturalnych procesow. Wyniki te byty korelowane z
trajektoriami mas powietrza uzyskanymi za pomoca oprogramowania analizujgcego dane

meteorologiczne.

Z punktu widzenia chemii najpowazniejsze wyzwania w realizowanych badaniach stanowity:

1. Przeprowadzenie wstepnej identyfikacji zwigzkow powstajacych w komorze aerozolowej.
Doktadny pomiar mas czasteczkowych umozliwit wyznaczenie wzoru sumarycznego. W
wiekszosci przypadkéw badany uktad zachowywat liczbe atoméw wegla (z izoprenu powstawaty
pochodne C5 2z butadienu C4). W niektérych przypadkach nastepowata oksydacyjna
degradacja, prowadzace do utraty atomoéw wegla. Proces ten zachodzit w wiekszym stopniu dla
butadienu. Dodatkowych informacji dostarczata fragmentacja. Zaproponowanie struktury
dodatkowo utatwiaty dane literaturowe dotyczace mechanizméw fotooksydacji (Surrat 2010,
Lin 2013, Claes and Meanhaut 2021, Riva 2117 D’Ambro 2017). Potgczenie tych informacji
umozliwito  zaproponowanie racjonalnych struktur dla wykrytych substancji. Po

zidentyfikowaniu prawdopodobnego produktu, przeprowadzono poréwnanie jego czasu retencji



i widma MS/MS ze standardem. Zaprezentowane wyniki jednoznacznie potwierdzajg
proponowane struktury

2. Zaproponowanie Sciezek fragmentacji zidentyfikowanych substancji.

Do prezentowanych widm MS/MS autorka dotacza hipotetyczne schematy fragmentaciji.
Identyfikacja neutralnych czasteczek, powstajacych w wyniku rozpadu jondéw nie budzi
watpliwosci, poniewaz przy tak niewielkich masach czasteczkowych mozna im przypisac
jednoznaczne wzory sumaryczne. Poniewaz powstajace fragmenty sg wystarczajaco ztozone,
aby mogty wystepowac w formie kilku izomerdéw, przedstawione schematy fragmentacji nie sg
jedynymi mozliwymi. Sg one w wiekszosci przypadkéw rozsadne i prawdopodobne, jednak
(zgodnie zresztg z opisem odpowiednich schematéw) sg propozycjami drog fragmentacji. Jakie
dodatkowe metody i techniki badawcze bytyby uzyteczne do weryfikacji proponowanych drog
fragmentacji?

3. Przeprowadzenie oznaczen ilosciowych wybranych produktéow utlenienia butadienu i izoprenu.
Poniewaz w wielu przypadkach dostepne byty wzorce (konieczne na etapie potwierdzenia
struktury) mozliwe byto przeprowadzenia analizy ilosciowej. Autorka prowadzita kalibracje
systemu LC-MS uzyskujac liniowg odpowiedz detektora masowego w catym zakresie kalibracji.
Wspdtczynniki korelacji we wszystkich przepadkach przekraczaty 0,99. Jednak, pewne
watpliwosci budzi wptyw bardzo ztozonej matrycy na wynik analizy rzeczywistych probek
$srodowiskowych. Czy byto rozwazane zastosowanie metody rozcienczen izotopowych? W
przypadku kwasdéw karboksylowych otrzymanie wzorcéow znakowanych izotopem 20 jest

stosunkowo proste i niezbyt kosztowne.

Podczas lektury pracy nasuwa sie pytanie dotyczace znaczenia biologicznego uzyskanych wynikéw.
Powszechnie znany jest negatywny wptyw czastek PM, s na zdrowie cztowieka. Wiele z czasteczek
wykrytych przez autorke wydaje sie mie¢ niewielkg aktywnos¢ biologiczng jednak np. estry kwasu
siarkowego, moga dziata¢ jako odczynniki alkilujace i potencjalnie oddziatywa¢ z biatkami i
kwasami nukleinowymi. Czy istniejg jakiegokolwiek dane na temat toksycznosci/mutagennosci

substancji zidentyfikowanych w trakcie badan albo ich dziatania alergennego?



Praca liczy 178 stron i napisana jest jasno i zwiezle. Terminologia dotyczaca spektrometrii mas nie
budzi moich zastrzezen. Przeglad literaturowy (42 strony) jest dos¢ zwiezly, jednak wyczerpujgco
przedstawia stan wiedzy dotyczacej znaczenia aerozoli atmosferycznych w chemii atmosfery, ich
sktadu oraz mechanizméw powstawania. W tej czesci znalazt sie tez opis metod stosowanych do
badania sktadu aerozoli atmosferycznych. W czesci literaturowej nie wystepuja zbedne elementy.
Wszystkie informacje zawarte tej czesSci sg celowe i przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia
rozprawy. Czes$¢ eksperymentalna napisana jest szczegdtowo i zawiera wszystkie dane niezbedne
do odtworzenia wykonanych eksperymentdéw. Bibliografia (398 pozycji) jest aktualna i oddaje
aktualny stan wiedzy. Uwzglednione zostaty w niej najnowsze publikacje zas duza cze$¢ prac
uwzglednionych w bibliografii powstata po roku 2000. Spis literatury zostat starannie zredagowany
z zachowaniem jednolitego formatu odnos$nikéw. Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi czesciami
pracy sg wilasciwe a catos$¢ napisana jest poprawnym jezykiem. Praca jest starannie zredagowana i
dobrze przygotowana pod wzgledem graficznym. Dotychczasowy dorobek naukowy Doktorantki
obejmuje tacznie 7 prac opublikowanych w dobrych czasopismach. W jednej z tych prac pani Klara
Nastorowicz jest pierwszg autorkg. Dodatkowo doktorantka jest wspoétautorka czterech ustnych

wystgpien na konferencjach naukowych i trzech plakatéw.

Podsumowujac, stwierdzam, ze badania przeprowadzone przez Doktorantke odpowiadajg na
pytania postawione w celu pracy zas$ eksperymenty zostaty zaprojektowane i wykonane starannie
oraz przedstawione w przejrzysty sposéb. Majg tez niewatpliwy element nowosci naukowej i
poszerzajq dostepng wiedze dotyczacq sktadu i powstawania aerozoli atmosferycznych. Cytowana
literatura jest aktualna. Wykonana przez panig mgr Klare Nestorowicz i przedtozona mi do recenzji
praca pt. ,Analysis of Secondary Organic Aerosol from Isoprene and Butadiene with
Hyphenated Mass Spectrometry” w petni spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim,
zawarte w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce jak réwniez
wymogi zwyczajowe. Dlatego wnosze o jej przyjecie oraz dopuszczenie autorki do publicznej

obrony pracy doktorskiej. Jednoczesnie ze wzgledu znaczny dorobek naukowy doktorantki



obejmujacy siedem oryginalnych publikacji naukowych, wysoki poziom przeprowadzonych badan i
ich potencjalne znaczenie praktyczne zwracam sie z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

Mgr Klary Nestorowicz .

prof. dr hab. Piotr Stefanowicz



