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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Marii Bachosz
pt. ,, Reaktywna konwersja skladnikéw biomasy z r6wnoczesng regeneracja kofaktora
enzymatycznego”

Podstawg opracowania recenzji bylo pismo Dziekana Wydziatu Technologii
Chemicznej prof. dr hab. inZ. Ewy Kaczorek z dnia 20.12.2022 w sprawie
wykonania oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Bachos:z.

Praca doktorska Pani mgr inz. Karoliny Bachosz pt. ,,Reaktywna konwersja sktadnikow
biomasy z rownoczesng regeneracja kofaktora enzymatycznego” zostala wykonana pod
promotorstwem prof. dra hab. inz. Teofila Jesionowskiego oraz dra hab. inz. Jakuba Zdarty,
ktéry sprawowal role promotora pomocniczego rozprawy. Pani mgr inz. K. Bachosz
w rozprawie podje¢la si¢ opracowania zagadnienia interesujgcego w ostatnich latach nie tylko
chemikéw, mikrobiologéw i biochemikéw, ale przede wszystkim biotechnologéw. Wynika to
z jednej strony z zainteresowania produktami powstatymi w wyniku konwersji biomasy, takimi
jak weglowodory, biopaliwa oraz zwiazki o wysokim potencjale uzytkowym, a z drugie;j strony
poszukiwania rozwigzan majgcych na celu obnizenie kosztow stosowania metod
enzymatycznych ~w  konwersji  biomasy do  poszukiwanych, warto§ciowych,
niskoczgsteczkowych produktow. Wysokie koszty takich proces6w, czynigce znane
rozwigzania mato oplacalnymi, zwigzane sa z koniecznoscia zastosowania synergicznie
dziatajgcych enzymow wchodzacych w sklad komplekséw celulolitycznych, lignolitycznych
czy ksylanolitycznych, niestabilno$ciag stosowanych enzyméw oraz wymogiem obecnosci
drogich kofaktoréw w reakcjach oksydoredukcyjnych.

Doktorantka w swojej rozprawie doktorskiej podjeta sig¢ realizacji celu, ktorym byto
wytworzenie systemOw biokatalitycznych opartych o enzymy klasy oksydoreduktaz, giéwnie
dehydrogenaz, koimmobilizowanych na nosnikach nieorganicznych i membranach
filtracyjnych, pod katem wykorzystania powstalych ukladow w procesach jednoczesnej
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konwersji skladnikow biomasy i regeneracji kofaktora enzymatycznego oraz separacji
produktow. Realizacja tak postawionego celu obejmowata dobdr odpowiedniego noénika,
technik immobilizacji, optymalizacj¢ warunkow prowadzenia koimmobilazacji oraz
weryfikacj¢ efektywnos$ci tego procesu. Uzyskane systemy poddano analizie oraz
przetestowano w procesach konwersji biomasy z jednoczesng regeneracjg kofaktora. Dalsze
etapy obejmowaty proby wyodrgbniania produktéw =z mieszaniny poreakcyjnej
z wykorzystaniem reaktora membranowego. Zwienczeniem zatozonych celow byla realizacja
dziatan zwigzanych z opracowaniem ukladéw biokatalitycznych w konwersji skladnikow
biomasy prowadzonych z roztworéw rzeczywistych po wstepnej obrobcee.

Pani mgr inz. Karolina Bachosz swojg rozprawg doktorska przygotowata
w formie zestawu pigciu oryginalnych prac opublikowanych w czasopismach o wysokich
wartosciach Impact factor, - laczna warto§¢ wspdtczynnika oddzialywania prac wchodzgcych
w sklad rozprawy wynosi 26,34 wg bazy Journal Citation Reports (JCR), a faczna wartosc
punktéw MEIN to 390. Dwie prace opublikowano w Bioorganic Chemistry, ktorego IF wynosi
5,307 oraz po jednej pracy w czasopismach: Journal of Environmental Chemical Engineering
(IF 7,968), Environmental Technology & Innovation (IF 7,75) oraz Bioresource Technology
Reports. Udzial doktorantki w tych publikacjach jest wiodacy, co zostato potwierdzone
stosownymi o§wiadczeniami wspotautorow publikacji. Do zestawu prac autorka dotaczyta
obszerne opracowanie zawierajace streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Kolejnym
rozdziatem jest Wprowadzenie teoretyczne, ktore rekompensuje brak pracy przegladowe) w
zestawie publikacji stanowigcych podstawg rozprawy. Dokonany przeglad literatury przez
doktorantk¢ wnosi element wzrastajacego zainteresowania czytelnika w miar¢ poznawania
faktow uzasadniajacych podjgcie tematu pracy doktorskiej i jednoczesnie jest monograficznym
ujgcie danych literaturowych dotyczacych rozprawy. W kolejnym rozdziale znajdujemy ideg
poznawczg 1 precyzyjnie okreS§lony cel pracy. W obszernym rozdziale opis
i dyskusja osiagnig¢ badawczych syntetycznie omoéwiono wyniki, cato$§¢ zamyka
podsumowanie z wnioskami i perspektywy rozwoju badan oraz bogaty spis literaturowy.
Ponadto w tej czgSci pracy zamieszczono rowniez informacje o aktywnosci naukowej
doktorantki.

Pod wzglgdem merytorycznym prace stanowig jednolity, monotematyczny cykl
publikacji i w sposob logiczny wigza catos$¢ przedstawionej problematyki. Z uwagi na fakt, ze
wszystkie prace zostaly juz szczegélowo zrecenzowane przez specjalistow z redakcji
czasopism, w ktorych je wydrukowano, pozostala mi rola dokonania oceny calosciowej
znaczenia naukowego kazdej z tych prac.

W pierwszej publikacji cyklu zatytutowanej ,, Bioconversion of xylose to xylonic acid
via co-immobilized dehydrogenases for conjunct cofactor regeneration” przedstawiono wyniki
otrzymane w wyniku koimmobilizacji dehydrogenazy ksylozy z dehydrogenazg alkoholowg na
materiale kompozytowym magnetyt-krzemionka. Uklad ten zapewnial rbwnoczesng konwersj¢
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ksylozy do kwasu ksylonowego 1 regeneracj¢ utlenionej formy dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NAD'). Autorka zoptymalizowata warunki dziatania ukladu
uzyskujac wysoka wydajnos¢ produkcji kwasu ksylonowego. Ponadto opracowany system
zachowywat po 5 cyklach reakcyjnych ponad 60% poczatkowej aktywno$ci oraz odznaczat si¢
duza stabilno$cig w trakcie przechowywania.

Kolejne prace sa produktem konsekwentnie realizowanego celu pracy. W publikacji
A highly effective approach to cofactor regeneration and subsequent membrane separation of
bioconversion products: Kinetic parameters and effect of process conditions” Doktorantka
kontynuowata badania nad koimmobilicacja dehydrogenazy ksylozy z dehydrogenaza
alkoholowa na kompozycie magnetyt-krzemionka. W ramach przeprowadzonych badan
doktorantka okreslita wpltyw takich parametrow procesowych, jak stosowany roztwor
buforowy, wykazujgc przewage stosowania buforu TAPSO. Ponadto zaobserwowata obnizong
wydajno$¢ biokonwersji w obecnosci niektérych kwaséw organicznych, a parametry
kinetyczne biokatalizy wskazalty na zmniejszenie powinowactwa enzyméw do substratow po
ich unieruchomieniu. Ponadto z powodzeniem wyizolowano z mieszaniny poreakcyjnej
prodult- kwas ksylonowy.

W publikacji ,, Enzymatic membrane reactor in xylose bioconversion with simultaneous
cofactor  regeneration” podjgto prob¢ koimmobilizacji dehydrogenazy ksylozy
z dehydrogenazg alkoholowg na membranie nanofiltracyjnej XN45 i wykorzystano uzyskany
uktad w enzymatycznym reaktorze membranowym. W zoptymalizowanych warunkach
opracowany uktad umozliwiat uzyskiwanie 99% wydajnosci w procesie biokonwersji ksylozy
z rownoczesng regeneracja kofaktora oraz separacjg produktu.

W kolejnej publikacji ,,4 novel strategy for the application of levulinic acid with
simultaneous NAD+ regeneration and membrane separation of products” przedstawiono
rezultaty zastosowania, jako enzymu regenerujacego kofaktor, dehydrogenazy
3-hydroksymaslanowej. Enzym ten nie tylko umozliwia skuteczng regeneracj¢ kofaktora, ale
takze przeksztalcenie jednego z inhibitorow procesow konwersji biomasy, jakim jest kwas
lewulinowy, do zwigzku o wysokim potencjale uzytkowym - kwasu 4-hydroksywalerianowego.
Wynikiem przeprowadzonych badafn bylo uzyskanie w optymalnych warunkach 98%
wydajno$ci uzyskiwania kwasu 4-hydroksywalerianowego, kwasu ksylonowego i kwasu
glukonowego z zachowaniem wysokiej stabilnosci uktadu biokatalitycznego.

Ostatnia publikacja cyklu ,, Multienzymatic conversion of monosaccharides from birch
biomass after pretreatment” stanowi podsumowanie dotychczasowych badan i pomost
pomiedzy badaniami na poziomie nauk podstawowych a praktycznym zastosowaniem
wynikow. W ramach badan przeprowadzono konwersj¢ ksylozy i glukozy pochodzacych
Z roztworu rzeczywistego po obrébce wstepnej drewna brzozy. W tym celu zastosowano
multienzymatyczny system biokatalityczny, oparty na koimmobilizowanych, na powierzchni
i w porach mezoporowatej krzemionki SBA-15, dehydrogenazie 3-hydroksymaslanowej,
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dehydrogenazie ksylozy i dehydrogenazie glukozy, zdolny do konwersji monosacharydéw
z jednoczesna regeneracja kofaktora. W zoptymalizowanych warunkach wykazano ponad 95%,
wydajnos¢  produkcji  kwasu  ksylonowego, kwasu  glukonowego 1  kwasu
4-hydroksywalerianowego. Opracowany system biokatalityczny pozwalal na jego wielokrotne
zastosowanie w biokatalizie bez znaczacego spadku wydajnosci.

Uzyskane przez mgr inz. K. Bachosz wyniki sa niezwykle obiecujgce, o duzym
znaczeniu praktycznym. Oceniajagc prezentowany cykl prac chciatabym podkreslié, iz istotnym
elementem kazdej z nich jest dyskusja wynikow, ktéra daje jasny poglad na teoretyczne
1 praktyczne znaczenie prowadzonych badafi nad enzymatyczna konwersja sktadnikow
biomasy w systemach opartych na koimmobilizowanych enzymach z mozliwo$cia regeneracji
kofaktora i separacja produktow.

Po analizie catego zestawu pigciu prac moge stwierdzi¢, Zze powstal on
z przemyslanego programu badawczego, a przyj¢te zalozenia dla poszczegolnych badanych
zagadnien zostaly wiasciwie zweryfikowane i wyjasnione. Na uwage zastuguje niezwykle
logiczny uklad przeprowadzonych badan. Podjgcie przez Doktorantke tak szerokiego zakresu
badan zashuguje na pochwale, bowiem $wiadczy o Jej duzej dociekliwosci.

Za najwazniejsze osiagnigcia naukowe Doktorantki w zakresie realizowanego
kierunku badan uznaje nastepujace dokonania:

v" Opracowanie systemu koimmobilizacji dehydrogenazy ksylozy z dehydrogenaza
alkoholowa na membranie nanofiltracyjnej i zastosowanie enzymatycznego reaktora
membranowego, co skutecznie poprawiato stabilnoéci biokatalizatorow, umozliwiajac
ich wielokrotne wykorzystanie, a takze pozwalalo na wytworzenie uktadu
enzymatycznego zdolnego do skutecznej biokonwersji ksylozy, regeneracji kofaktora
1 jednoczesnej separacji produktu koncowego.

v' Wykorzystanie dehydrogenazy 3-hydroksymaslanowej do regeneracji kofaktora, co
rownoczesnie umozliwito przeksztalcenie jednego z inhibitoréw proceséw konwersji
biomasy, jakim jest kwas lewulinowy, do zwigzku o wysokim potencjale uzytkowym,
Jjakim jest kwas 4-hydroksywalerianowy.

v" Uzyskanie multienzymatycznego systemu biokatalitycznego, sktadajacego sie
z koimmobilizowanych na mezoporowatej krzemionce SBA-15 dehydrogenazy
3-hydroksymaslanowej, dehydrogenazy ksylozy i dehydrogenazy glukozy,
umozliwiajacego biokonwersj¢ ksylozy i glukozy pochodzacych z roztworu
rzeczywistego po obrobce wstgpnej drewna brzozy do wartosciowych produktow:
kwasu ksylonowego, kwasu glukonowego i kwasu 4-hydroksywalerianowego z duzg
wydajno$cia, réwnoczes$nie zachowujacego stabilno§¢ w kolejnych cyklach
procesowych oraz podczas przechowywania.
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v" Opracowanie skutecznej metody separacji produktow.

Dysertacja napisana jest z niezwykla starannoscia, jednak w opracowaniu nie udalo sig¢
unikna¢ pewnych niescistosci, takich jak:

v' zamieszczenie na rysunku 12 wzoréw form zredukowanych koenzymoéw
nikotynoamidowych, podpisujac je jako formy utlenione

v' niezrgczne sformutowanie ,,para elektronéw wodorkowych” zamiast jon wodorkowy
(str. 53)

v nigjasny mechanizm redukcji NAD"- wskazanie miejsca przytaczenia elektronu do
azotu pierScienia nikotynamidu, podczas gdy atak jonu wodorkowego nastgpuje na
pozycj¢ czwartg (C-4) tego pierscienia (str. 53)

v' podzial enzyméw na grupy, zamiast na klasy (str. 10).
Ponadto, celem dyskusji, mam pytania do Doktorantki :

v" Jakie branze wg Doktorantki powinny by¢ zainteresowane opracowanymi systemami
opartymi na koimmobilizowanych enzymach z regeneracja kofaktora?
v' Czy Doktorantka rozwazata/rozwaza wykorzystanie opracowanych ukladow
biokatalitycznych w wiekszej skali i czy zamierza wej§¢ podczas tych badan
w kooperacj¢ z podmiotami gospodarczymi?

Przytoczone przeze mnie uwagi i pytania nie wynikaja z negatywnej oceny tych
elementéw pracy, a tylko s3 sugestiami do rozwazenia w dalszych badaniach i wynikajg
z naukowego zainteresowania wynikam uzyskanymi przez Doktorantke.

Podsumowujac, stwierdzam, Ze oceniana przeze mnie praca jest solidnie wykonang,
interesujgcg, nie tylko ze wzgledu na problem badawczy, ale rowniez na otrzymane wyniki
o duzym znaczeniu praktycznym, dysertacjg. Struktura autoreferatu i prac wchodzacych
w sklad jest bez zarzutu, opracowanie metodyczne bardzo dobre, wyniki zestawione
w publikacjach wchodzagcych w sklad rozprawy oraz w obszernym opracowaniu
je poprzedzajacym w postaci tabel, oryginalnych widm, rysunkow pogladowych, zdj¢¢ nie
budzg zastrzezen ani watpliwosci, terminologia wlasciwa, pi$miennictwo bogate.

Na uwage zashuguje réwniez, przedstawiony w dysertacji, dorobek naukowy
Doktorantki, ktéry jest imponujacy. Skiada si¢ na niego: 13 publikacji zamieszczonych
w indeksowanych czasopismach, 3 rozdzialy w monografiach, jedno zgloszenie patentowe,
4 dhigoterminowe staze naukowe, udzial w projektach naukowych oraz kierownictwo
w projekcie finansowanym w ramach programu im. Mieczylawa Bekkera, liczne wystgpienia
i postery na konferencjach, zaréwno krajowych, jak i migdzynarodowych.
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Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest warto§ciowym opracowaniem
naukowym stanowigcym oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. W zwigzku z
powyzszym stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Bachosz spetnia warunki
okreslone Ustawg o stopniach i tytutach naukowych — uwzglednione w art. 13 ust. 1 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki w zwigzku z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669). Wnioskuje do
Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Poznanskiej o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego

Jednoczesnie, w uznaniu warto$ciowych, oryginalnych wynikéw, ktoére zostaty
opublikowane w specjalistycznych, migedzynarodowych czasopismach naukowych,
rekomenduj¢ wyrdznienie rozprawy stosowna nagrodg.
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