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Occna pracy doktorskiej Pani mgr l.ni. Agat}' Kozio} 

pt. ,,Syiiteza nowych. tlenowych i azotox^ych pochodnych terpenoidowych" 

Podstawf opracowania stanowi uchwaia Rady W'ydzialu Chemicznego Poiitechniki 

Wroclawskiej z dnia 22 listopada 2017 r. 

Celem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej mgr inz. Agaty Koziol byla 

synteza nowych tlenowych i azotowych pochodnych terpenoidowych, zbadanie ich aktywnosci 

przeciwbakteryjnej, deterenlnej oraz wlasciwosci zapachowych. , 

Rozpowszechnione w przyrodzie p<.)chodne terpeniodowe to dobrze znana gnipa 

zwicizkow organicznych o zroznicowanych wtasciwosciach biologicznych. Terpeny wykazujj| 

dzialanie przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze, aiityutlenia-jqce, 

cytotoksyczne i hamujqce podzialy komorek nowotworowych. Wsrod tej griipy pot̂ czeA 

znajduja si^ rowiiiez takie, ktore znalazly zastosowanie jako komp<.-)nenty zapachowe 

i smakowe. 

Podj^cie przez mg.r itiz. Agat(? .Koziol badari. nad .synteza nowych pochodnych 

terpenoidowych. okresleniem ich wlasciwcsci iizykochemicznych i aktywnosci biologicznej 



jest w peini uzasadnione. szczegdlnie wobec potrzeb opracowania nowych efekt\'wnych metod 

otrzymywania anaIog6w strukturainych zwiazkow biobgicznie czynnych, jak rowniez w celu 

poznania korelacji raiedzy struktura a w'fesciwosciami biologicznymi. 

Recenzowana praca doktorska zredagowana zgodnie z przyj^tymi standardami. liczy 

M3 stron i zasadniczo podzieiona jest na dwie cz^sci: literaturowq i doswiadczaln<|. Praca 

zawiera wykaz cytowanej literatury, na ktory skiadaja sisj* 134 prace zwijjzane z tematykq 

dysertacji. Ponadto Autorka zamiescita wykaz dorobku naukowego jak rowniez 

podsumowanie. w- ktiSrym przedstawione zoslaly wnioski 

Przystv"puj£|c do oceny merytorycznej prac> stwierdzam. ze mgr inz. Agata Koziol 

zrealizowaia postawione cele pracy, ktore zostaty zaprezentowane dopiero na stronie 42. choc 

w mojej opinii powinny zostac sprecyzowane we wstepie. Ponadto waz,na i integralna czesc 

dysertacji stanowia badania aktywnosci biologicznej zs)'ntezowanych polacz«h jednak ten 

aspekt nie znalazi odzwierciedlenia w tytuie, 

Cz^sc literaturow£| poprzedza wykaz stosowanych w pracy skrotow oraz nazw* 

systematycznych mikroorganizmow, roslm i owadow. a takze wstep. W tej czesci pracy 

Doktorantka scharakteryzowala po{i|czenia teipenoidowe, w' kolejnych rozdziakach. opisujqc 

monotereny. terpenoidy z ugrupowaniem laktonowym. oksymy. Na podstawie przegi^du 

literatury przedstawila ich naturalne zrodki pozyskiwania oniz aktyw^nosc biologiczn^: 

przeciwnowotw-orowa, przeciwdrobnoustrojowfj w tym anlybakteryina i antygrzybicz% 

przeciwzapalna, antyfidantna, a dla wy-branych polaczen monoterpenoidowych przedstawila 

wlasciwosci zapachowe. O-statni rozdzial tej czesci pracy zostal poswifcony naturalnym 

pochodnym o dziafaniu inhibitujacym ureazy. 

Przechodzac do uwag dotyczacych tej czesci pracy, pragn^ podkreslic, ze w objasnieniu 

zawartych w pracy skrotow nie zostaty wymienione wszystkie. ktore byly stosowane 

w dysertacji doktorskiej (np. brak jest m-CBA. HPU), zateni wlasciwszym wydaje sie 

zatytutowanie tego zestawienia: objasnieniem najwazniejszych tub wybranych w pracy 

skrotow. Autorka nie sl€>suje chronoiogicznej iiumeracji opisywanych zwiazkow i tak na stronie 

17 po tapsygarginie z koiejnym numerem 13 wymienia artemisynin^ i partenolid. ktorym 

przypisuje odpowdednio numery 34 i 35. Ponadto choc struktura tapsygarginy 1.3 zarnieszczona 

jest na Rysunku 4 tuz pod tekstem odnoszacym sie do jej w<ta.4ciwoSciach antynowotworowych 

to struktur«j artemisyniny 34 czytelnik znajduje dopiero na Rysunku 13 na stronie 29. natomiast 
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partenolidu 35 na Rysunku 14 na stronie 30. W tym miejscu prosze o wyja-snienie czy 

prawidlowa nazwa pochodnej 34 brzmi; artemisyninia (jak znajdujerny na stronie 17) czy 

artemizynina (jak czytamy na stronie 29). Historia z brakiem chronoiogicznej numeracji 

opisywanych zwiazkow powtarza si? rowniez na stronach 37 i 38. na ktorych 

monoterpenoidowe zwiazki zapachowe cytowane sa w nastfpuj^cej kolejnosci: p-ocymen 57, 

nastepnie wymienione sa: y-terpinen 63, a-pinen (±)-64 i p-pinen, C±)-65. a na.stfpnie geraniol 

61. a potem z nizszymi numerami opisywane sa cytroncllol (—)-59. linalol (—)-58. 

a w nastfpnej kolejno.sci cytronellal i cytral, ktore maja przypisane numery odpovviednio 

(+)-60 i 62. W mojej opinii duzym ulatwieniem w przypisywaniu nazwom zwyczajowym, 

wtasciwej struktury byloby odniesienie \ tekscie pracy do rysunkow, na ktorych znajduja si '̂ 

wzory struklurahie opisywanych polaczen. Z przykrosciji musze .stwierdzic, ze w rozdziale 

poiwi^conym wlasciwosciom olfaktorycznym wybranych monterpenoidowych polqczeh, ktory 

przeczytaiam z duzym zaintercsowaniem, zabraklo przedstawienia charakterystyki zapachowej 

dla: P-mircenu 56 i p-ocymenu 57. cytronellalu (+)-60 i cytralu 62, cytroneliolu (—)-59). 

linalolu (—)-58, geraniolu 61, a-pinenu (±)-64 i p-pinenu (±)-65. choc podane sa nazwy 

olejkow. w skladzie ktorych sai one dominujacymi skladnikami. Ponadto na stronie 17 Autorka 

dysertacji c\luje z numerem [45] prace naukowq Rivero i wspolpracownikow, jednak pod 

wskazanym [45] numerem czytelnik znajdzie pubiikacjc. ktorej autorami .sq: S. .M. Kupchan. 

D. C. Fessler. M. A. Eakin, T. .F. Giacobbe. Natomiast publikacja Rivero i wspolpracownikow 

figuruje w Bibliografii pod numerem |47]. Doktorantka jeszcze kilkakrotnie w ten sam sposob 

wprowadza czytelnika w bli|d odsylajac go do innej niz zacytowana w' tekscie pracy pozycji 

literaturowej. 

Podsumowoijac uwazam, ze publikacje. na podstawie ktorych Doktorantka 

zredagowala cz^sc literaturowa dobrane s<|. prawidlowo i dobrzc wprowadzajq czytelnika 

w problematykf badawcz4 pracy doktorskiej. 

Cz^sc poswifconq omowieniu wynikow badan wlasnych i czesc do^wiadczain^ mgr inz. 

Agata Koziel rozpoczyna do przedstawienia celu pracy. ktorym jest synteza tlenowych 

pochodnych terpenoidowych i niejako uprzedzajac fakty podaje tu liczbe otrzymanych 

zwiazkow (20 pochodnych tlenowych terpenoidowych. w tym siedem nowych zwij|zk6w 85. 

86.88, 92.93, 95 i 96) choc dobrzc byloby tc dane zaprezeniowac wylacznie w podsumowaniu. 
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„R6wnolegt\-!n" celem pracy Doktorantka nazywa badania biologicznc. ktore mogty bye 

przeciez zrealizowane dopiero po otrzymaniu odpowiednich polaczen terpenoidowych. 

W pierwszym rozdziale pcswi^conym omowieniu badan wlasnych Doktorantka opisuje 

syntezy a,fi-nienasyconych estrow na drodze reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa, ktor^ na 

stronie 43 blfdaie nazywa „estryfikac|§ Homera-Wadswortha-Emmonsa"'. Reakcja Wittigajak 

i jej modyfikacja - reakcja Hornera-Wadswortha-Emmonsa to z calq pewnoscia jedne 

z najlepszych metod syntezy alkendw. Wyjasnienie mechanizmu jest chaotyczne i wymaga 

doprecyzowania. Mechanizm reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa polega na tym, ze 

deprotonowanc mocn^ zasad^ fosfoniany dietylowe (a nie trietylowe) tworzj| ylidy Ibsforowe. 

kttke jako czynniki nukleofil<nve atakujq grupe karbonyk^wa aldehydu iub ketonu. Natomiast 

Doktorantka pisze, ,.ze grupa karbonylowa ketonu reaguje z a-metaiicznym fosfonianem. (...) 

dajqc atken w postaci olefm oraz latwo rozpuszczalne estry w rozpuszczainikach organicznych 

lub kwasy fosforowe". W tym miejscu prosze o z.defmiowanie ..a-metalicznego fosfonianu" 

a takze jak nalezy rozumiec zdanie: ...lesfi R- = H. wowczas zwiazki posrednie moga sie 

przeksztalcac'". Ponadto stercoselektywnosc reakcji Hornera-Wadswortha-Emmonsa jest 

podyktowana rodzajem podstawnika obecnym przy atonie wfgla ylidu fosforowego. a nie 

„pocz§tkowym dodawariiem karboanionii i zdoinosca polproduktow do osiagniecia rownowagi 

w reakcji'". Kolejna iiwaga dotyczy przeprowadzenia ketonu 70 w ester 75 zgodnie ze 

schematem 5 nie jest to mozliwe. poniewaz Doktorantka zapomniafei zamiescic na nim 

wlasciwy fosfonian. Reakcja redukcji dwoch sposrcki osmiu zsyntezowanych 

a,p-nienasyconych estrow- etylowych 75 i 80 zostala opisana w sposob lakoniczny. Aby 

dowiedziec sif jaki reduktor zostat zastosowany w celu otrzymania alkoholi allilowych 87 i 88, 

zainteresowany tym faktem jest zmuszony odszukac (czterdziesci trzy strony daiej) ogolmi 

procedure redukcji glinowodorkiem litu. Intersujtfcy jest dla mnie powod dia, ktorego 

Doktorantka nie podjeki proby redukcji pozostalych szesciu a,p-nienasyconych estrow 77. 79. 

82, 84. 85 i 86. 

W wyniku znanego z literatury przegrupowania |3.3]-sigmatropowego alkoholi 

allilowych 87 i 88. ktore byly produktami redukcji oraz alkoholu 91 (niewiadomego 

pochodzenia) Dokto.rantka otrzy mala Y.S-nienasycone estry 90, 92 i 93. Taki wybor substratow 

do przegrupowania Ciaisena prowadzonego metod^ ortooctanowa wymaga. jesii nie 

uzasadnienia to przynajmniej krotkiego komentarza. 

! • -(•••ite! -fat . 
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Koiejnym etapem badan ekspetymentatnych byla standardowa reakcja hydroii/y 

yivnienasyconych estrow. Konsekwentnie i w tym przypadku Autorka nie wyjasnia /, jakich 

powodow zasadowej hydrolizie poddala tylko dwa estry 92 i 94 sposrod trzech przez siebie 

zsyntezowanych. Polemizowalabym tez. czy zastt|pienie mieszaniny etanolowego roztw-oru 

KOH metanoiowym roztworem KOH wystarcza by tego typu zamianf nazwac modyfikacja 

reakcji hydrolizy. Autorka wspomina jeszcze o zmianie stosunkow reagentow ale nie podaje 

zadnych szczegoldw. 

W efekcie reakcji bromoiaktonizacji y.6-nienasyconych estrow 90, 92 i 93 prowadzonej 

zudziatem N-bromoimidu kwasu bursztynowego zostaty zsyntezowane odpowiednie d-bromo-

y-laktony 96 i {-|-97. Natomiast y,d-nienasycone kwasy karboksylowe 94 i 95 Doktorantka 

poddala jodolaktonizacji. otrzymujac odpowiedni d-jodo-y-lakton tylko w przypadku kwasu 

95, 

Oslatni rozdzial tej czesci pracy doktorskiej zawiera omowienie syntezy az-otowych 

pochodnycli monotrpenoidoweych: oksymow i e-laktamow. Monoterpenoidowe oksymy 

Doktorantka otrzymywala z dostepnych komercyjnie ketonow w reakcji z chlorowodorkiem 

hydroksyloaminy. W koiejnym etapic oksymy zastosowala jako substraty przegrupowania 

Beckmarma celem uzyskania odpowiednich e-laktamow. 

Do okreslenia straktury zsyntezowanych pochodnych terpenoidowych . mgr inz. Agata 

Koziol zastosowala spektroskopis? w- podczerwieni oraz. p.roto.nowy i weg!o\ mag.netyczny 

rezonans jqdrowy, a takze wysokorozdzielcza speklrometrie mas. Pragn^ w tym miejscu 

nadmienic, ze zasadnym byloby zamieszczenie przynajmniej fragmentow wid.ni 'H NMR, 

ktore pozwolily potwierdzic budowe nowych nieopisanych w literaturze naukowej zwiazkow. 

Przedstawiaji|c charakterystyke spektroskopowa estru 93 .Doktorantka dwuprotonowy kwartet 

przy S=4.16 ppm przypisuje .,protonom. grupy CH znajduj^cych sie w sqsiedztwie atomu tlenu", 

podczas gdy ŵ  sqsiedztwie atomu tienu obecne sa prolony metylenowe ugrupow^ania 

karboetoksylowego i to wiasnie one generuj<| ten. sygnai. Pragn«j zw-rocic uwagf, ze 

przedstawiaiac interpretacjf widm 'H. NMR nie stwierdza sie, ze „grupa COOH daje sygnaJ 

rezonansowy" (strona 51) lecz, ze proton tej grupy. 

W ostatnim rozdziale czfsci poswieconcj omowieniu budcsn \\tasn\-ch mgr inz. .'\gata 

Koziol przedstawia wyniki badan nad aktywno.scij| btologiczna /s>ntc/ovsan\ch pochodnych 

terpenoidowych. Testy na aktywnosc deteren.tna dia 5-bromo-y-lakton6w 96 i (-)-97 



przeprowadzone byty na imzycy brzoskwiniowej (hfyzm persicae Sulzer) przez zespol 

naukowy dr hab. Maryli Szczepanik w Zakjadzie Zoologii Bezkregowcow llniwersytetu 

Mikolaja Kopernika. a na plesniakowcu Isniacym (AlphUobitis diaperinus Panzer) zx)Sta}y 

wykonane we wspoipracy z prof, dr hab. Beata Gabrys na Wydziale Nauk Biologicznych 

Uniwers>tetu Zielonogorskiego. IJmiarkowane i stosunkowo trwale wlasciwosci deterentne 

w stosunku do mszycy brzoskwiniowej (Myzus persicae Sulzer) wykazuje bromolakton {")-97 

0 czym swiadczq dane zamieszczone w tabeli 16. jednak Doktorantka W'' tekscie c>tuje tabelf 

15, w ktorej czytehiik znajdzie wyniki testow na aktywnosc detemtna w stosunku do 

plesniakowca Isniijcego {Alphitobhis diaperinus Panzer). W mojej opinii. testy na aktywnosc 

detemtng mozna byto przeprowadzic takze dla pozostalych y-liiktonow 98 i (-)-99. 

,Na kolejnych stronach rozdzialu poswieconemu badaniom biologicznym opisane 

zostaly wyniki badan aktywnosci przeciwdrobnouslrojowej przeprowadzonych we wspoipracy 

z Paniami dr inz. Katarzyna Macegoniuk oraz mgr inz. Ewa Grela w Zaktadzie Chemii 

Bioorganicznej Polilechmki Wroclawskiej. Tlenowe pochodne monoterpenoidowe 

przetestowane zostaly pod katem dzialania inhibitujqcego aktywnosci ureazy pochodzqcej ze 

Sporosarcina pasteurii CCM 2f)56TM. W tekscie pracy jednak. nie znalaziam. wyjasnieiiia na 

jakiej podstawie Doktorantka p.rzyp!sala im niekompetvcyjny mechanizm dzialania. Po.nadto 

Autorka na stronie 64 wymieniajac zwiazki. dla ktorych wyznaczono aktywnosc ureolityczna 

odsyta czytelnika do Rysunku 29. ktorego w pracy nie znalaziam. Natomiast st.ruktu.ry 

wszysikich wymienionych polaczen znajdujq sic na Rysunku 22. Mojej uwadze nie uszlo 

bl^dne zakwalifikowanie pochodnej 84 do ketonow, podczas gdy obecnosc w jego struktur? 

ugrupowaiiia karboetoksylowego (Rysunek 22)jed.noznaczn.ie dowodzi, ze mamy do czynienia 

z eslrem, ktdry wykazal najwyzsza aktywnosci antyureoiityczna. 

.Badaniom na aktywnosc w stosunku do szczepow bakterii Proteus mirahilis PCM 1360 

1 Helicobacter pylori .199 zostaly podda.ne tlenowe pochodne terpenoidowe, ktore wykazaly 

inhibit.uj£j.ce dzialanie w stosunku do Sporosarcina pasteurii CCM 2056TM. Spo.sr6d 

przetestowanych polaczen terpeniodowych najwyzszt| aktywnoscia w stosunku do wszystkich 

szczepow bakterii wykaz.al bromolakton 98 

W przypad.ku zsyntezowanych azotowych pochod,oych monoterpenoidowych 

przeprow-adzoEo testy majc|ce na celu okreslenie aktyw-iio.sci przeciwbakteryjnej wobec trzech 

szczepow bakterii: Escherichnt co//. Slaphylococcns {lureus otaz Bacillm suhlilis. Jak wynika 



z tabeli 18 aktywnosc mikrobiologicznq zbadano dla dziewieciu ((+)-100. (+)-10L 1,02. 

i+yiM, (-)-l{)4. (-)-105. (-)-106. (+)-l§6,107) sposrod dziesifciu zsyntezowanych oksymow 

oraz dla trzech laktamdw (1§8, (-)-109. (+)-110). Najwyzsza aktywnosci^ przeciwbakteryjnq 

charakteryzowaty sie oksymy karwonu (~)-106 oraz (+)-106 i wykazywaly aktywnosc 

przeciwko wszystkim badanym szczepom bakterii. Po przeczytaniu tego rozdzialu uwazam. ze 

wszystkie oksym\ powinny bye przeprowadzone w pochodne laktamowe, a nast̂ jpnie 

przebadanie pod katem bakteriostatyczno.sci. wowczas wmioski dotyczqce ich stabej 

aktywnosci mikrobiok^gicznej bylyby kompletne. 

W ostatnim rozdziale omowienia badan wlasnych Doktorantka przedstawia 

charakterystyke zapachowq nienasyconych estnSw. kt6r<| zawiera Tabela 19. Wlasciwosci 

olfaktorvczne zostaly okreslone dla siedmiu (75. (+)-77, (-)-79, (+)-80, (+)-82, (+)-85, (~)-86) 

sposrod osmiu a,p-menasyconych esirow etylowych, bedacych produktami redukcji oraz dla 

jednego (92) sposrod trzech y.5-nienasyconych estrow etylowych zsyntezowanych w wyniku 

przegrupowania Ciaisena. W l>-m miejscu pragne zwrocic uwage. ze w Tabeli 19 ester, ktorego 

zapach przypomina suche igliwie sosny zostal oznaczony numerem 91 tak jak alkohol allilowy. 

z ktorego by! otrzymany. Poniewaz. nie znalaziam ani w tekscie pracy ani w Tabeli 19 

charakterystyki zapachowej nowcgo estru 93, prosze o wyiasnienie czy by! to wyj^ek, ktory 

okazal si? zwi^zkiem bezzapachowym? Jednak to przypuszczeeie pozostaje w sprzecznosci ze 

stwierdzeniem, ze: .,Wszystkie z otrzymanych. (...) zwij|zk6w m.aja interesujqcy profil 

zapachowy", 

W' mojej opinii zaprezentowane w tej czesci dysertacji badania charakteryzuja si? slabo 

przemyslana strategia postepowania oraz brakiem dbalo,4ci o szczegbly, ktore sa i.stotnc tiie 

tylko przy interpretacji danych spektroskopowych, ale takze p.rzy analizie wynikow^ badaii nad 

aktywnoscia biologiczni|. Dobor zwiazkow do badan biologicznych .sprawia wrazenie 

przypadkowosci, dlatego tez irudno dokonac analizy zaleznosci pomiedzy struktura 

testowanych zwiazkow a ich ak.tywnoscia biologiczna. 

W czesci eksperymentalnej. mgr inz. Agata Koziol wymienienia metody analityczne 

za,stosowane w celu okreslenia struktury zsyntezowanych pochodnych terpenoidowych. 

Ponadto opLsuje testy, zastosowane w celu zbadania ich wlasciwosci deterentnych . metodyk? 

badaii nad aktyv\noscia przeciw-bakteryjna i antyureoiityczna. jak. rowniez preparatyk? 

przeprow^adzonych syntez. W tej cz?sci pracy doktorskiej bardziej nii w poprzednich 



zaiiwazalny jest brak chronologii vv numerowaniu zsyntezowanych zwiazkow. eo nie ulatwia 

lektury pracy. Przyktadowo na stronie 78 znajdziemy opis syntezy (-)-cM-karan-4-onu, ktory 

oznaczony jest numerem 50, a na nastepnej 79 stronie metode otrzymj'waiiia ( )-[(l^,4^,6S)-

2-[4,7,7-trimetyk>bicyk]o[4.1.0]-hept-3-ylideno]octanu etyiu 8(k natomiast na kolejnej 

80 stronie opisana jest synteza (+)-2-(4-/eri-butylocykloheksylideno)octanu. etyki 74. 

Oceniajac te cz?sc pracy. uwazam, ze sposob w jaki Autorka wprowadza czytehiika we 

wiasciwie dobrana do prowadzonych badaii metodyk? oceny aktywnosci biologicznej dobrze 

koresponduje zczesci;| literaturowij recenzowanej dysertacji doktorskiej. 

Pragn? rowniez w tym miejscu nadmienic. ze praca zawiera bttjdy natury j?zykowej 

w tym stylistyczne i gramatyczne oraz btfdy interpunkcyjne. 

Wszystkie uwagi i spostrzezenia przedstawione w recenzji pracy doktorskiej mgr inz. 

Agaty Koziol wymienilam z obowiazku recenzenta. 

Przystepuj^c do podsumowania stwierdzam. ze mgr inz. .Â gata Koziol zsynlezowala. 

nie tylko treydziesci cztery tytutowe ttenowe i azotowe pochodne terpenoidowfe, ate rowniez 

wiekszosc z nich zostata przebadana pod wzgledem aktywno.sci biologicznej. Niewqtpliwym 

osic|gnieciem Doktorantki jest otrzymanie siedmiu nowych pochodnych terpenoidowych, 

z ktorych bromolakton 98 wykazuje najsilniejsze i najbardziej pozqdane wlasciwosci 

biologiczne. Tym samym stwierdzam, ze zadania i cele pracy zostaly zrealizowane. 

Dodatkowo. warto nadmienic, ze Doktorantka jest wspolautorkq siedmiu artykutow i autorka 

trzech prac naukowych oraz dziesieciu zgloszeh patentowych. Ponadto wyniki przestawione 

w dysertacji doktorskiej byly prezentowa,ne na dziewieciu konferencjach naukowych. 

Reasumujac, stw-ierdzam ze przedsta.wiona do recenzji rozprawa doktorska, spelnia 

wymagania IJslawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytuie naukowym oraz o stopniach 

i tytuie w zakresie sztuki (Dz.U. z 2016 r. poz. 882. 1311). W zwiqzku z powyzszym 

przed,stawiam Radzie Wydzialu Chemicznego Poiiiechniki Wroclawskiej wniosek 

0 dopuszczenie Pajii m,gr inz. Agaty Koziol do daJszych etapow obrony pracy doktorskiej. 


