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Ocena Pracy doktorskiej Pani mgr Joanny Andrusiak
pt. ,Opracowanie efektywnej metody syntezy ksantohumolu,

badanie jego wiasciwosci i enkapsulacja”

Podstawe opracowania stanowi uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, odnognie
powierzenia mi funkcji recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Joanny Andrusiak
pt. ,Opracowanie efektywnej metody syntezy ksantohumolu, badanie jego
wiasciwosci i enkapsulacji”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Joanny Andrusiak wykonana
pod kierunkiem Profesora Jacka Scianowskiego oraz doktora Marcina Budnego jako
opiekuna z ramienia przedsiebiorstwa Synthex Technologies Sp. z o.o. dotyczy
opracowania strategii syntezy ksantohumolu i zbadania jego wasciwoéci pod katem
zwigkszenia stabilnosci chemicznej poprzez kompleksowanie w y-cyklodekstrynie.

Tematyka dysertacji doktorskiej wpisuje sie w aktualny nurt badan nad
poszukiwaniem nowych efektywnych metod otrzymywania i optymalizacji
standardowych proceséw syntezy strukturalnych analogéw naturalnych polgczen,
charakteryzujacych sie wielokierunkowa aktywnoscia biologiczng. Ponadto
chalkonowe pochodne, o potwierdzonej badaniami aktywnosci farmakologicznej:
przeciwbakteryjnej,  przeciwgrzybiczej, przeciwwirusowej,  przeciwzapalnej
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1 przeciwnowotworowej, do ktérych zalicza sie tytulowy ksantohumol, stanowia
cenny surowiec dla przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego oraz SpPOZywczego.
Z uwagi na powyzsze podjeta przez Pania mgr Joanne Andrusiak tematyka badan jest
w pelni uzasadniona.

Recenzowana praca doktorska o charakterze monograficznym liczy 116 stron
a zgodnie z przyjetymi standardami zostata podzielona zasadniczo na dwie czesci:
literaturowq i doswiadczalng. W rozprawie znalazly sie liczne schematy reakcji oraz
rysunki, na ktérych przedstawiono struktury cytowanych w tekscie pracy zwigzkow,
a takze tabele zwierajace liczbowe dane eksperymentalne. Przed czescig literaturowa
zostaly zamieszczone: streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz
skrotow. Aczkolwiek nie wszystkie stosowane w tekscie pracy skréty w tym spisie
zostaly uwzglednione (np. AIBN, mCPBA czy Boc). Czeé¢ literaturowa poprzedza
wstep, w ktoérym po krotkim zestawianiu farmakologicznych wlasciwosci chalkonéw
prenylowych, ktorych przedstawicielem jest ksantohumol, zostal przedstawiony cel
pracy wraz z esencjonalnym uzasadnieniem, sugerujacym realizacje badati w ramach
doktoratu wdrozeniowego w przedsiebiorstwie Synthex Technologies Sp. z 0.0..

Czesc literaturowa Autorka pracy doktorskiej rozpoczyna od przedstawienia
struktur chalkonéw prenylowych i flawonow obecnych w szyszkach chmielu oraz
ogolnych informacji na temat naturalnych zrédet ksantohumolu, by w nastepnym
podrozdziale zaprezentowac jego biosynteze. W kolejnym podrozdziale tej czesci
Doktorantka przedstawita pie¢ opisanych w literaturze wieloetapowych proceséw
otrzymywania Kksantohumolu, w tym bardziej szczegotowo opisala synteze
ksantohumolu znakowanego izotopem wegla 12C.

Z duzym zainteresowaniem przeczytatam podrozdziat poswiecony aktywnosci
biologicznej ksantohumolu. Szkoda, Ze Autorka pracy zakonczyla go jednym
lakonicznym zdaniem na temat ,rosnacego zainteresowania ksantohumolem, jako
skiadnikiem suplementéw diety i preparatow kosmetycznych”, bo przeciez ten
podrozdzial wskazuje na inspiracje tematyka badawczg rozprawy doktorskiej
1 doskonale uzasadnia jej wybor.

Najobszerniejszym podrozdziatem Czesci literaturowej jest podrozdziat,
w  ktorym  Doktorantka przedstawila metody otrzymywania zwigzkow

aromatycznych zawierajacych w swej strukturze podstawnik prenylowy,
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z wykorzystaniem reakcji [3,3]-sigmatropowego przegrupowania eterow prenylowo-
-arylowych z udzialem réznego typu katalizatoréw oraz reakcji nukleofilowego
podstawienia chlorowcoprenylowych pochodnych (gtéwnie bromku prenylu)
z zastosowaniem zwigzkow metaloorganicznych: magnezu, litu, cyny, indu, miedzi
czy palladu.

Konezge Czesc literaturowa Doktorantka wyjatkowo lakoniczne potraktowata
»Chemie zwigzkéw makrocyklicznych”, taki tytul nosi podrozdzial dotyczacy
cyklodekstryn, jednej z wielu grup potaczeri okreslanych mianem zwigzkow
makrocyklicznych. Z powyzszych wzgledow uwazam, Ze ten podrozdziat powinien
byc¢ zatytulowany, adekwatnie do zakresu zawartych w nim informacji.

Przechodzac do uwag dotyczacych tej czesci dysertacji doktorskiej, chciatabym
zwrdci¢ uwage na pewne niedociagniecia, do ktorych zaliczam stosowanie
kolokwializméw takich jak: ,klopotliwe rozpuszczalniki” (strona 25) lub
personalizacja substratow reakgji przez okreslanie ich mianem »partnerow” (strona
20). Podczas publicznej obrony prosze o zdefiniowanie »termicznego przegrupowania
Claisena” (strona 16). Na Schemacie 8 (strona 21) ilustrujacym kondensacje Claisena-
-Schmidta nie przypisanie numeru 41 dla aldehydu sugeruje, Zze zastosowanie
dowolnego aldehydu prowadzi do otrzymywania znakowanego izotopowo
ksantohumolu 13C-1. Piszgc o mozliwosci zastapienia N,N-dietyolaniliny w reakcji
przegrupowania Claisena (Schemat 12, strona 25) nalezatoby poda¢ czym mozna ja
zastapic, a jesli w tresci pracy jest mowa o zastosowaniu reakcji Mitsunobu w syntezie
produktéw naturalnych, to brak zacytowania odpowiedniej literatury budzi
watpliwosci, czy jest to mozliwe. Z kolei ujednolicenie nazewnictwa zwigzkow (np.
chlorek  metoksymetylowy (MOMCl) w wykazie  skrotéow  to  eter
chlorometylowometylowy) oraz ograniczenie nadmiernego stosowania skrétow
takich jak np. [3,3]-Claisen lub [3,3]-Cope (Schemat 16, strona 27) utatwiloby w mojej
opinii lekture pracy doktorskiej.

Podsumowujgc Czes¢ literaturowa, uwazam, ze Pani magister Joanna
Andrusiak przedstawiala w niej najbardziej istotne zagadnienia, stanowigce tto
probleméw zwigzanych bezposrednio z badaniami wpisanymi w rozprawe

doktorsky. Pragne podkresli¢, ze 104 pozycje literaturowe, na podstawie ktorych



zredagowana zostala Czes¢ literaturowa, dobrane sa prawidlowo i dobrze
wprowadzajg czytelnika w tematyke realizowanych badan.
Czes¢ podwiecona oméwieniu badan wiasnych zatytulowana ,Wyniki
i dyskusja” rozpoczyna rozdzial, w ktérym Pani mgr Joanna Andrusiak konkretnie
i zadaniowo sprecyzowata cele pracy, ktérymi byly:
® oOpracowanie i optymalizacja procesu syntezy ksantohumolu,
® otrzymanie stabilnych komplekséw  ksantohumolu poprzez
enkapsulacje w y-cyklodekstrynie,
° synteza deuterowanego analogu ksantohumolu, jako  wzorca
wewnetrznego do oznaczania stabilnodci i zawartosci ksantohumolu
w produktach spozywczych,
e wdrozenie opracowanych strategii otrzymywania ksantohumolu i jego

analogoéw strukturalnych na skale przemystowa.

Realizacje zaplanowanych celéow pracy Doktorantka rozpoczeta od otrzymania
ksantohumolu zgodnie z opisang w literaturze procedurg. W  wyniku
przeprowadzonych  kolejno: reakcji acylowania metodg Friedela-Craftsa,
zablokowania dwéch z trzech grup hydroksylowych pochodnej floroglucynolowej,
reakcji Williamsona, przegrupowania Claisena, O-metylowania,  kondensacji
Claisena-Schmidta i hydrolizy w $rodowisku kwasnym otrzymata tytutowy
ksantohumol, z wydajnoscia nieco nizsza od najwyzszej wydajnosci podanej
w literaturze. Liczne proby modyfikacji osmioetapowej metody otrzymywania
ksantohumolu, ktére polegaly na zmianie kolejnosci etapow lub zastgpieniu
wyjsciowego 1,3,5-trihydroksybenzenu  O-alkoksylowymi pochodnymi benzenu:
1,3,5-trimetoksybenzenem i 1,3,5-tribenzyloksybenzenem, a takze na zastapieniu
2-acylo-3,5-dimetoksyfenolu jego 3,5-dibenzoksy pochodna, a ktére na etapie
przegrupowania Claisena, czy na etapie usuwania grup zabezpieczajacych,
Doktorantka prowadzita w r6znych warunkach temperaturowych z zastosowaniem
réznego typu reagentow i w réznych rozpuszezalnikach, pomimo ogromnego nakladu
pracy i determinacji zakonczyly sie niepowodzeniem. W nastepnym etapie badan
zostaty podjete préby otrzymania ksantohumolu z wykorzystaniem reakcji sprzegania

Suzuki-Miyaury. Doktorantka na kolejnych stronach opisala proby przeprowadzenia



dibenzoksylowej pochodnej bromo- i jodorezorcynolu w odpowiedni ester
pinakolowy i kwas boronowy. Tylko w przypadku reakcji z udziatem
bromopochodnej zawierajacej w swej strukturze w pozycjach orfo dwie grupy
benzyloksylowe udalo si¢ otrzyma¢ oczekiwany kwas dibenzyloksyboronowy, ktory
nastepnie zostal przeprowadzony w pochodnag dibenzyloksy prenylowa. Podczas
obrony prosze o wyjasnienie celowosci syntezy prenylowej pochodnej 172,
w ktorej strukturze brak podstawnika metoksylowego.

Kolejnym etapem badan, ktérych wyniki Pani mgr. Joanna Andrusiak przedstawita
w swojej dysertacji byto zmodyfikowanie znanej z literatury szescioetapowej metody
otrzymywania ksantohumolu z zastosowaniem naringeniny, w roli wyjéciowego
substratu.  Nalezy  podkresli¢, ze optymalizacja  [3,3]-sigmatropowego
przegrupowania Claisena, polegajaca na doborze ilosci katalizatora i czasu
prowadzenia reakcji, jak réwniez zoptymalizowania reakcji O-metylowania pod
katem ilosci reagentow: jodku metylu (CHal) i tlenku srebra (Ag20) umozliwita
otrzymanie ksantohumolu i jego deuterowanego analogu z wyzszymi wydajnoéciami
w stosunku do wartosci podawanych w literaturze. Uzasadnieniem syntezy
deuterowanego analogu ksantohumolu, bylo przetestowanie go jako wzorca
wewnetrznego w oznaczaniu stabilnego rozcienczenia izotopowego.

Ostatnim etapem badan opisanych w dysertacji doktorskiej w czesci zatytutowanej
+Wyniki i dyskusja” bylo zbadanie wplywu enkapsulacji ksantohumolu
w y-cyklodekstrynie na zwiekszenie stabilnosci aktywnosci antyutleniajacej
ksantohumolu.

Przechodzac do uwag dotyczacych tej czesci rozprawy doktorskiej pragne
zwrdci¢ uwage, ze nie do korica zrozumiatym jest dla mnie cel przeprowadzenia
czteroetapowego procesu syntezy dostepnego komercyinie metoksyrezorcynolu (154).
Mylacym pozostaje fakt, Ze na Schematach reakcji (Schemat 47 na stronie, Schemat 51
na stronie 58, Schemat w Tabeli 5 na stronie 50 i Schemat w Tabeli 11 na stronie 64) nie
zaznaczono tych reakcji, ktore nie prowadzily do otrzymania spodziewanych
produktow lub zwigzkow, ktore nie znalazly sie wérod zsyntezowanych pochodnych.
O braku sukcesu syntetycznego czytelnik dowiaduje sie dopiero po przeczytaniu
komentarza dotyczacego danej reakcji. Poza tym ze Schematu 49 jednoznacznie

wynika, ze substratem dla obu reakcji Suzuki-Miyaury jest prenylowa pochodna
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metoksyrezorcynolu, ktéra w tekscie pracy zostata przedstawiona jako finalny
produkt obu reakcji retrosyntezy. Z opisu reakcji Grignarda tribenzoksy
bromopochodnej zawierajacej w pierscieniu aromatycznym podstawnik prenylowy
zilustrowanej na Schemacie 46 (strona 52) wynika, ze produktem byla mieszanina
dwoch tribenzoksy prenylowych aromatycznych pochodnych z grupa acylows i bez
podstawnika acylowego. O tym jakie byly dalsze losy otrzymanej mieszaniny
chciatabym uslyszeé¢ podczas obrony rozprawy doktorskiej. Pragne zauwazyé, ze
rezorcynolowi oraz jego bromopochodnej na stronie 59 przy opisie reakgcji
przedstawionej na Schemacie 54 przypisano bledna numeracje.

Uzyskane podczas realizacji badan wyniki Autorka pracy zaprezentowala
w rozdziale zatytutowanym , Podsumowanie”.

Ostatnia czes¢ dysertacji doktorskiej to ,Czesé eksperymentalna”, w ktorej
wymienione zostaly metody spektroskopowe zastosowane dla okrelenia budowy
zsyntezowanych potaczen organicznych oraz wykorzystana w tym celu aparatura.
Ponadto zostala opisana szczegétowa preparatyka przeprowadzanych syntez oraz
wymienione zastosowane w nich komercyjne odczynniki chemiczne. W tej czesci
zabraklo  mi  konsekwencji w  przedstawieniu kompletnych ~ danych
spektroskopowych. Pomimo, ze Autorka podkresla fakt wykonania widm 'H NMR,
BC NMR, IR oraz analizy elementarnej, to tylko dla ogmiu otrzymanych zwigzkow
zamiescita wyniki analizy IR, TH NMR i 3C NMR, natomiast nie znalaztam danych
wiasciwych dla analizy elementarnej. Pozostajac w temacie analizy spektroskopowej,
w przypadku charakterystyki kilku pochodnych fenolowych nie zostaly podane
sygnaly generowane przez protony grup hydroksylowych. Zatuje rowniez, ze tylko
dla tytutowego ksnatohumolu Doktorantka uznala za wtasciwe zatgczenie kompletu
widm "H NMR, *C NMR i chromatogramu HPLC,

Dla mnie jako recenzenta istotne uzupelnienie tematyki badawczej
i prowadzonych przez Panig mgr Joanne Andrusiak w ramach realizacji doktoratu
wdrozeniowego prac naukowo-badawczych, stanowi zamieszczony wykaz dorobku
naukowego, na ktory skladajg sig: trzy publikacje w renomowanych czasopismach

naukowych, trzy patenty oraz dwie prezentacje posterowe na konferencji krajowe;j.



Przystepujac do oceny wartoscei merytorycznej pracy doktorskiej stwierdzam, ze
Pani mgr Joanna Andrusiak wykonata postawione przed Nig zadania i zrealizowata
cele pracy. Do najwazniejszych osiagniec niewatpliwie nalezy zaliczy¢:

e ofrzymanie ksantohumolu i jego deuterowanego analogu  zgodnie

Z Opracowanym 1 zoptymalizowanym szeScioetapowym  procesem
z wydajnoscia wyzsza niz wydajnosc uzyskana w przypadku zastosowania
metody opisanej w literaturze,

® opracowanie analitycznej metody HPLC-MS/MS do  oznaczania

ksantohumolu w piwie metodg rozcieficzenia izotopowego z zastosowaniem
deuterowanego ksantohumolu w roli wewnetrznego wzorca,

* zwickszenie stabilnosci oraz aktywnosci antyoksydacyjnej ksantohumolu

poprzez enkapsulacje w y-cyklodekstrynie.

Pomimo pewnych niedociggnie¢ i usterek natury stylistycznej, gramatycznej
i edytorskiej oraz przedstawionych w tresci recenzji uwag, wynikajgcych
z powierzonej mi roli recenzenta pragne podkresli¢, ze tematyka prowadzonych
w ramach dysertacji doktorskiej badan jest wazna i ciekawa. Uzyskane wyniki, ktére
czgsciowo zostaty opublikowane, a zatem spotkaly sie z uznaniem w redakcjach
1 opiniach recenzentow, niezaprzeczalnie majg wartoéé poznawczg i aplikacyjng dla
obszaru syntezy organicznej, a w szczegolnosci syntezy zwigzkow biologiczne
aktywnych i ich oznaczania w produktach spozywczych.

Reasumujac, po zapoznaniu sie z zakresem i wynikami badan wpisanych
w realizacje celow pracy doktorskiej stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
praca doktorska autorstwa Pani mgr Joanny Andrusiak pod tytutem , Opracowanie
efektywnej metody syntezy ksantohumolu, badanie jego wiasciwodci i enkapsulcja”
spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreglone w art. 190 ust. 2 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz.
zm.). W zwigzku z powyzszym przedstawiam Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu wniosek
o dopuszczenie Pani mgr Joanny Andrusiak do dalszych etapow obrony pracy
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doktorskiej.



