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RECENZJA

rozprawy na stopien doktora nauk chemicznych mgr. Hossama Al-Suod zatytutowanej

,Complex analytics of biologically active compounds including cyclitols from plant

materials" wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Bogustawa Buszewskiego, dr h.c. mult.,
cztonka korespondencyjnego PAN. Prace wykonano w Centrum Edukacyjno — Badawczym
Metod Separacyjnych i Bioanalitycznych BioSep, Katedry Chemii Srodowiska i Bioanalityki,
Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Przedstawiona do oceny praca doktorska to logicznie powigzany tematycznie cykl

pieciu publikacji z listy A czasopism punktowanych MNiSW o tgcznym wspodtczynniku IF
réwnym 9,743. Sa to prace:

1)

2)

3)

4)

5)

Al-Suod, H., Ligor, M., Ratiu, I.-A., Rafifiska, K., Gérecki, R., Buszewski, B. A window on
cyclitols: Characterization and analytics of inositols. Phytochemistry Letters, 2017, 20,
507-519 (IF=1.575; MNiSW=20)

Al-Suod, H., Pomastowski, P., Ligor, M., Railean-Plugaru, V., Buszewski, B. New
approach for fast identification of cyclitols by MALDI-TOF mass spectrometry.
Phytochemical Analysis, 2018, 29, 528-537 (IF=2.337; MNiSW=30)

Al-Suod, H., Ratiu, I.-A,, Ligor, M., Ligor, T., Buszewski, B. Determination of sugars and
cyclitols isolated from various morphological parts of Medicago sativa L. Journal of
Separation Science, 2018, 41, 1118-1128 (IF=2.415; MNiSW=30)

Ratiu, I.A., Al-Suod, H., Ligor, M., Ligor, T., Railean-Plugaru, V., Buszewski, B. Complex
investigation of extraction techniques applied for cyclitols and sugars isolation from
different species of Solidago genus. Electrophoresis, 2018, 39, 1966-1974 (IF=2.569;
MNiSW=30)

Al-Suod, H., Gadzata-Kopciuch, R., Buszewski, B. Simultaneous HPLC-ELSD
determination of sugars and cyclitols in different parts of Phacelia tanacetifolia
Benth. Biochemical Systematics and Ecology, 2018, 80, 32-38 (IF=0.847; MNiSW=15)
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Prowadzone badania finansowane byty w ramach dwéch projektéw naukowych:

- PLANTARIUM zatytutowany ,Cultivated plants and natural products as a source of
biologically active substances destined for the production of cosmetic and pharmacutical
products as well as diet supplements” (Biostrateg2/29805/9/NCBR/2016) Narodowe
Centrum Badan i Rozwoju;

- PRELUDIUM-14 zatytutowany “Cyclitols as biologically active raw material obtained from
Polish crops” )2017/27/N/ST4/00354) Narodowe Centrum Nauki.

Cykliole to cykliczne alkohole wielowodorotlenowe biogenetycznie pochodzace od 6-
fosforanu glukozy. Sg to pochodne wielohydroksycykloheksanu (liczba grup —OH wynosi
zazwyczaj 6). Zwigzki z tej grupy sa szeroko rozpowszechnione zaréwno w S$wiecie
roslinnym, jak i zwierzecym. Odgrywajg szczegdlnie wazng role w funkcjonowaniu komorek,
sg sktadnikami fosfolipidéw oraz bton komérkowych. Najbardziej znany z nich, inozytol,
wystepuje we wszystkich organizmach zywych, petni funkcje witaminy dla wielu gatunkéw
zwierzat, jest rowniez substancjg wzrostowg dla grzybdw nizszych. Badania ostatnich lat
dowodzg, iz pochodne inozytolu petnig istotng role stymulacji owulacji, co przektada sie na
ptodnos¢ u kobiet z zespotem policystycznych jajnikdéw. Badania kliniczne wskazujg tez na
skutecznos¢ wspomnianych pochodnych w leczeniu dysfunkcji psychicznych jak ataki paniki,
depresja, stany obsesyjno-kompulsywne. Szereg metabolitow wtérnych bedacych
pochodnymi inozytolu odgrywa istotng role w obronie roslin przed niekorzystnymi
warunkami srodowiskowymi.

Zasadniczym celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byto opracowanie efektywnej
metody izolacji, identyfikacji oraz iloSciowej analizy metabolitéw wtdrnych z uwzglednieniem
cyklitoli z waznych z punktu ekonomicznego polskich roslin leczniczych.

W toku prowadzonych badan mgr Hossam Al-Suod realizowat wytyczone przez siebie
cele jak:

- okreslenie zawartosci cukrow i cyklitoli w réznych czesciach Medicago sativa oraz
Phacelia tanacetifolia

- poprawa parametréw oznaczen technikg GC-MS i HPLC-ELSD

- opracowanie metody zatezania cyklitoli z zastosowaniem ekstrakcji do fazy statej
SPE

- dobdr optymalnych warunkdw ekstrakcji cyklitoli z uwzglednieniem wptywu
zastosowanego rozpuszczalnika

- opracowanie szybkiej metody identyfikacji cyklitoli technikg MALDI-TOF-MS.

Cyklitole wystepujg w materiale roslinnym w pofgczeniu z innymi sktadnikami
aktywnymi, wiec ich odizolowanie jest niebywale trudnym zadaniem. Doktorant w pierwsze;j

przedstawionej publikacji wtaczonej w cykl podjat sie préby przegladu literatury
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podsumowujgc dostepne informacje dotyczgce aktywnosci biologicznej, ale przede
wszystkim scharakteryzowat i poréwnat dotychczas stosowane techniki ekstrakcyjne
i analityczne, metody analizy jakosciowej oraz ilosciowej. Opracowanie opublikowane na
tamach Phytochemistry Letters jest doskonatym wstepem do realizowanych dalszych badan.

W trakcie analizy dostepnej literatury mgr Al-Suod zauwazyt potrzebe opracowania
metody zapewniajgcej szybka analize pochodnych cyklitoli. Doktorant po raz pierwszy
opracowat metode opartg na zastosowaniu MALDI-TOF-MS. Dzieki temu nie tylko znacznie
skrocono czas analizy oraz uniknieto koniecznosci uciazliwej derywatyzacji, ale takze
z powodzeniem udato sie rozrézni¢ od siebie enancjomery: D-chiro- oraz L-chiro-inozytol.
Analize poprzedzito zastosowanie ekstrakcji do fazy statej SPE, co pozwolito na oczyszczenie
probki. Jako materiat badawczy Autor zastosowat rézne czesci lucerny, popularnej rosliny
znanej ze swoich walorow odzywczych, powszechnie stosowanej m. in. jako pasza dla
zwierzgt. Wyniki przedstawiono w pracy D2 opublikowanej na tamach Phytochemical
Analysis.

Zastosowana metoda umozliwita rozréznienie enancjomerdw, co podkreslitam juz
wczesniej, jednak nie byto mozliwosci wykonania analizy ilosciowej. Dlatego tez Doktorant
poszukujgc rozwigzan zastosowat technike GC-MS, znang jako ,ztoty standard” w analizie
ilosciowej cukréow i cyklitoli. Po raz pierwszy wiec oszacowano zawartos¢ cukréw i cyklitoli
w roznych czesciach lucerny, wykazujac jednoczesnie, iz najbogatszymi w omawiane
metabolity organami sg korzenie. Nalezy podkresli¢, iz najwazniejszym osiggnieciem tej
pracy jest zaproponowanie zmodyfikowanej metody derywatyzacji, niezbednej do
ilosciowego oznaczenia cukréw i cyklitoli. Wykazano, iz przedtuzenie czasu z 45 do 150 minut
zapewni zakonczenie procesu. Wyniki opublikowano na famach Journal of Separation
Science.

W obu przypadkach ekstrakty do badan uzyskane zostaty poprzez zastosowanie
klasycznej ekstrakcji w aparacie Soxhleta z 96% etanolem jako rozpuszczalnikiem. Tradycyjna
ekstrakcja w aparacie Soxhleta przez lata byta metodg z wyboru do izolacji szeregu
metabolitéw z materiatu roslinnego. Z uwagi na to, iz w ostatnim czasie cyklitole cieszg sie
coraz wiekszym zainteresowaniem naukowcow, gtdwnie ze wzgledu na ich interesujgce
wtasciwosci farmakologiczne, niezbedne jest opracowanie metody ich szybkiej i efektywne;j
ekstrakcji ze ztozonej matrycy roslinnej. Dobér odpowiednich metod ekstrakcji jest niezwykle
waznym zagadnieniem w fitochemii. Odpowiednio dobrana metoda gwarantuje maksymalny
odzysk badanych substancji aktywnych w mozliwie krétkim czasie i przy niskich naktadach
finansowych. Poszukujgc techniki wydajniejszej od tradycyjnej, zapewniajgcej skrécenie
czasu procesu, Autor poréwnat szereg klasycznych, jak i nowoczesnych technik (maceracja,
ekstrakcja w aparacie Soxhleta, ekstrakcja za pomocy rozpuszczalnika wspomagana
ultradzwiekami, przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika PLE czy ekstrakcja
ptynem w stanie nadkrytycznym SFE) ale taz zbadat wptyw zastosowanego ekstrahenta. Jako



substancje do badan zastosowano nawto¢ pospolita — Solidao virgaurea. W toku badan
wykazano, iz optymalny odzysk uzyskuje sie przy zastosowaniu techniki PLE z wodg jako
ekstrahentem. Zoptymalizowana metoda ekstrakcji w potaczeniu z technika SPE oraz GC-MS
zastosowana zostata do ilosciowego oznaczenia cukréw i cyklitoli w innych gatunkach
nawtoci, takze pochodzgcych z réznych terendw Polski, celem okreslenia wptywu warunkéw
klimatycznych na zawartos¢ wspomnianych metabolitéw.

Wyniki jakie doktorant uzyskat w toku prowadzonych badan wykorzystane zostaty do
oznaczenia zawartosci cukréow (7 pochodnych) oraz cyklitoli (3 pochodne) w réznych
czesciach facelii btekitnej, rosliny uprawianej na pasze, nawodz zielony, bedacej doskonalg
ro$ling miododajng. Znajac juz wady i zalety techniki MALDI-TOF-MS oraz GC-MS, celem
unikniecia ucigzliwej derywatyzacji, Autor zaproponowat technike HPLC-ELSD, ktéra okazata
sie by¢ prosta, szybka, czutg i niezawodng, pozwalajgca jednoczesnie rozdzieli¢ 10 zwigzkdéw
w czasie 30 min. Ta cze$¢ badan opublikowana zostata w Biochemical Systematics and
Ecology.

Ponadto w ramach pracy doktorskiej mgr Al-Suod opracowat nowy sposéb
oczyszczania probki metodg ekstrakcji do fazy statej SPE. Dotychczas stosowana metoda
pozwalata na odseparowanie cyklitoli jedynie wraz z towarzyszgcymi im cukrami. Celem
selektywnej izolacji cyklitoli zsyntetyzowano nowy sorbent, ktéry zapewnit selektywnos¢,
jednak z niewielkimi odzyskami na poziomie 50-53%. Poszukujac nowych rozwigzan
Doktorant wykazat, iz skutecznym jest dodatek drozdzy, ktére w procesie fermentacji
przeksztatcajg wiekszos¢ cukréw. Pozostate za$ usuniete by¢ mogg na skutek zastosowania
zywicy anionowymiennej. Otrzymane wyniki nie zostaty dotychczas opublikowane, jednak juz
wiadomo, iz spotkajg sie z ogromnym zainteresowaniem $rodowiska naukowego.

Przestawione prace poprzedzone sg krétkim wstepem. Autor przedstawit cel pracy,
krétko opisat problemy badawcze oraz uzyskane wyniki. Cato$é zakonczona jest krétkim
podsumowaniem, spisem literatury oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Do pracy dotgczone sg o$wiadczenia wspdtautordw, z ktérych jednoznacznie wynika,
iz udziat Doktoranta w powstawaniu prac jest wiodgcy. Dotaczone jest takze oswiadczenie
samego Autora. Z o$wiadczen wynika, iz prace powstaty w oparciu o wifasne hipotezy
badawcze Doktoranta, opracowat on koncepcje badan, analizowat uzyskane dane i wyciggat
odpowiednie wnioski. Kazdorazowo byt tez autorem pierwszej wersji manuskryptu.

Obowigzkiem recenzenta jest takze krytyczny komentarz ocenianej pracy. Trudne jest
to zadanie, kiedy na cykl sktada sie 5 bardzo dobrze opublikowanych prac, ktére juz przeszty
proces recenzji. Po przeczytaniu catosci nasuwa mi sie jednak kilka pytan:



- dlaczego pomimo tego, iz wykazano, ze najlepszg technikg ekstrakcji byta PLE
z zastosowaniem wody jako ekstrahenta, w publikacji D2 i D3 zastosowano ekstrakcje
w aparacie Sohxleta z 96% etanolem jako rozpuszczalnikiem?

- w pracy D3 oszacowano po raz pierwszy dystrybucje oznaczanych zwigzkéw w réznych
organach lucerny. Zaktadam, iz wszystkie one zebrane zostaty w tym samym stadium
rozwoju rosliny. Wiadomym jest, iz w czasie kwitnienia np. zmienia sie rozmieszczenie
metabolitéw wtdérnych. Czy doktorant rozwazat takzie wyliczenie zawartosci badanych
zwigzkéw w jednym organie, ale zbieranym w réznych stadiach wegetacyjnych rosliny?

- dlaczego do optymalizacji procesu ekstrakcji (praca D4) wybrano rosliny z rodzaju
Solidago? Nie ma o nich wzmianki w pracy przegladowej D1. Jednoczes$nie w pracy D4 Autor
sugeruje, co jest prawda, iz na zawarto$¢ metabolitéw wtérnych ogromny wptyw maja
warunki klimatyczne. Niestety brakuje dyskusji w tym temacie. Jaka jest réznica w $rednich
temperaturach, poziomie opaddéw, rodzaju gleb na terenach, z ktérych pochodzg zebrane
egzemplarze?

Niestety, przy redagowaniu pracy Autor popetnit kilka btedéw edytorskich, co oczywiscie
jest nieuniknione i w zaden sposdb nie wptywa na jej wartos¢, ale z obowigzku recenzenta
przytaczam je ponize;j:

- str. 5 — tresses — powinno by¢ stresses

- str.12 — autor napisat ”... a new methodology for identification of cyclitols entitled ,, New
approach for fast identification of cyclitols by MALDI-TOF mass spectrometry”. Nie jest
0 oczywiscie tytut metody, ale publikacji w ktérej metoda ta zostata zaprezentowana.

Pragne podkresli¢, iz wartos¢ merytoryczna niniejszej rozprawy doktorskiej jest wysoka.
Mgr Al-Suod skutecznie opanowat umiejetnos¢ planowania, a nastepnie sukcesywnej
realizacji badan naukowych. Wykazat dobre zrozumienie zagadnien teoretycznych z zakresu
tematu, znajomos¢ zastosowanych metod badawczych oraz potrafi podsumowaé i krytycznie
omowic wyniki wtasne w odniesieniu do publikacji innych autordw.

Podjecie przez Doktoranta niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione
i niezwykle wazne z punktu widzenia metodologicznego i aplikacyjnego. Praca jest
nowatorska, a otrzymane wyniki przedstawione zostaty po raz pierwszy. Podsumowujgc
stwierdzam, ze cele pracy zostaty zrealizowane, a osiggniete wyniki stanowig istotny wktad
w rozwoj dziedziny. O duzej wartosci wykonanych badan swiadczy opublikowanie wynikow
w postaci dobrej jakosci artykutdbw w renomowanych czasopismach o wysokim
wspotczynniku oddziatywania, o czym wspomniatam na wstepie recenzji.

Na koniec podkresli¢ chciatam catoksztatt pracy Doktoranta. Oprécz dorobku
przedstawionego do oceny w ramach realizacji pracy doktorskiej mgr Al-Suod jest
wspoétautorem 3 innych prac. Podsumowujgc jego catkowity dorobek naukowy to 8 prac
dajgcych sumaryczny IF=17,202. Uzyskane wyniki prezentowane byty w postaci 9 doniesien
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konferencyjnych (postery lub prezentacje ustne). Doktorant nagrodzony zostat dwukrotnie
pierwszg nagrodg za najlepszy poster na miedzynarodowych konferencjach w Jordanii
i Polsce.

Whioski koncowe

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi formalne i merytoryczne
stawiane w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (z dn. 14 marca 2003 r. z pdzniejszymi zmianami). Na tej podstawie
whnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii UMK w Toruniu o przyjecie niniejszej
rozprawy i dopuszczenie mgr Hossama Al-Suod do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesénie ze wzgledu na zaangazowanie w prace badawczg Doktoranta
oraz wysokg wartos¢ uzyskanych wynikdw pragne rekomendowac niniejszg rozprawe
doktorska do wyréznienia.

dr hab. n farm. Krystyna Skalicka-Wozniak



