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pt. ,,Reaktywna konwersja sktadnikdw biomasy z rOwnoczesng regeneracja kofaktora

enzymatycznego”

wykonanej w Instytucie Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydziatu Technologii
Chemicznej Politechniki Poznanskiej pod opieka prof. dra hab. inz. Teofila Jesionowskiego
oraz dra hab. inz. Jakuba Zdarty (promotor pomocniczy).

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne, Politechniki

Poznanskiej z dnia 20 grudnia 2022 r.

Przedstawiona do recenzji praca zasadniczo opiera si¢ na cyklu 5 spdjnych publikacji
opublikowanych w latach 2019-2022 w takich czasopismach jak: Bioorganic Chemistry,
Bioresource Technology, Journal of Environmental Chemical Engineering czy Environmental
Technology & Innovation. Praca rozpoczyna si¢ od krotkiego streszczenia otrzymanych
rezultatow, streszczenie to przedstawione jest zarowno w jezyku polskim jak i angielskim.
Nastgpnie W ramach wprowadzenia teoretycznego Doktorantka omawia kolejno: proces
konwersji biomasy lignocelulozowej, aktualne trendy w immobilizacji i koimmobilizacji
enzymoOw, oraz kofaktory enzymatyczne. W pierwszej czeSci wstepu Autorka opisuje
potencjalne zrodta biomasy lignocelulozowej, metody obrobki wstepnej oraz enzymatyczng
konwersj¢ sktadnikow biomasy. Wykazuje Ona, ze skladnikami biomasy, ktore stanowia
cenne 1 gléwne zrodto zwigzkoéw o wysokim potencjale aplikacyjnym sa celuloza
i hemiceluloza gdyz to z nich uzyskiwane sa odpowiednio glukoza i ksyloza. Zwiazki te
stanowig najwigksza zawarto$¢ procentowg roztworoOw po konwersji biomasy 1 sg platforma
do otrzymywania szerokiej gamy substancji. W tym miejscu Doktorantka opisuje réwniez

najwazniejsze enzymatyczne procesy konwersji glukozy i ksylozy z wykorzystaniem m. in.
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takich enzymow jak dehydrogenaza glukozy (GDH), dehydrogenaza ksylozy (XDH). Niestety
wigkszo$¢ enzymow charakteryzuje si¢ matg stabilno$cia, niejednokrotnie pojawiaja si¢
problemy z ich wielokrotnym uzyciem, a dodatkowo sg to stosunkowo drogie biokatalizatory.
Doktorantka wskazuje, ze rozwigzaniem tych probleméw moze by¢ immobilizacja enzymow.
W rozdziale po$§wigconym temu tematowi omowiono podstawowe wady 1 zalety procesu
immobilizacji oraz metody doboru no$nika. Szczegdlng uwage poswigcono nosnikom
krzemionkowym, w tym kompozytom magnetyt-krzemionka. Kolejno, Doktorantka
przechodzi do omoéwienia wspolimmobilizacji enzymoéw zwracajgc uwage, ze kluczowym
aspektem jest tutaj okreslenic warunkow procesowych. W tej cze$ci gltdwnie omawia
wspolimmobilizacj¢ roznych dehydrogenaz m.in. na membranach, z wytworzeniem
agregatow czy na heterogenicznych nos$nikach. Ostatnig cz¢$cig wprowadzenia literaturowego
jest omowienie najpopularniejszych kofaktorow enzymdéw oraz metod ich regeneracji.
Autorka skupila sie glownie na kofaktorach typu NAD(P)*/NAD(P)H i ich enzymatycznej
regeneracji. Rozwazania te oparte sa o literaturg, Doktorantka cytuje 220 pozycji
literaturowych z czego znaczaca wigkszo$¢ jest z ostatniej dekady, co §wiadczy o aktualno$ci
podjetego przez nig tematu. Jednym z wazniejszych elementow rozprawy doktorskiej jest
zaprezentowany przez Doktorantke cel pracy. W zwigzku z faktem wyczerpywania si¢
zasobow naturalnych Autorka za cel postawila sobie wykorzystywanie biomasy jako surowca
do otrzymywania produktéw o wysokim znaczeniu uzytkowym. Jako surowce wyjsciowe
wytypowala glukoze 1 ksylozg, ktdre przetwarzata odpowiednio do kwasu glukonowego
i kwasu ksylonowego z wykorzystaniem enzymow z grupy dehydrogenaz. Jako, ze enzymy
te wymagaja obecnosci kofaktora, Doktorantka podjeta si¢ opracowania enzymatycznych
uktadéw do regeneracji kofaktora. Dodatkowo celem poprawy stabilno$ci wykorzystywanych
enzymoéw opracowata metody ich wspotimmobilizacji na nos$nikach krzemionkowych
i membranach. Zaplanowane prace podzielita na kilka etapow:

1. Przygotowanie materiatu nosnika
Proces wspolimmobilizacji enzymow
Analiza fizykochemiczna otrzymanych systemow biokatalitycznych
Testy aplikacyjne

Separacja produktow koncowych

o g~ w D

Proba transferu zaprojektowanych systemow biokatalitycznych z roztworow

modelowych na roztwory rzeczywiste.



Cele te byly osiggane stopniowo a wyniki prezentowane w poszczegoélnych publikacjach.
W publikacjach 1-3 skupiono si¢ na zaprojektowaniu ukladéw enzymatycznych opartych
0 wspotimmoilizowane enzymy: dehydrogenazg¢ ksylozy i dehydrogenaze alkoholowa (enzym
regenerujgcy kofaktor). Kluczowe na tym etapie bylo zdefiniowanie najkorzystniejszych
warunkOw procesowych oraz zastosowanie wytworzonych systemow w konwersji ksylozy
i jednoczesnej regeneracji NAD®. Natomiast w ramach prac zaprezentowanych
w publikacjach 4-5 opracowano systemy enzymatyczne, w ktorych z dehydrogenaza ksylozy
1 dehydrogenaza glukozy sprzezona byta dehydrogenaza 3-hydroksymaslanowa,
odpowiedzialna za regeneracjc NAD®, ale takze umozlwiajagca konwersje kwasu
lewulinowego, ktory stanowi inhibitor biokatalizatoréw stosowanych w procesie konwersji
biomasy. W trakcie tych badan najistotniejsze bylo okreslenie wpltywu wybranych
parametréw procesowych na efektywno$¢ prowadzonych procesow konwersji ksylozy
i glukozy, jak rowniez poroéwnanie zaprojektowanych systemow z uktadami, w ktorych
obecne byty wolne enzymy oraz mieszane formy biokatalizatorow, tzn. jedno z bialek brato
udzial w reakcji w formie natywnej, natomiast drugie w postaci zimmobilizowanej. Rozprawa
konczy si¢ podsumowaniem, gdzie Doktorantka w sposob zbiorczy omawia najwazniejsze
wnioski wynikajagce z pracy. Moja szczegdlng uwage zwrdcil rozdziat poswiecony
perspektywom rozwoju badan, wskazuje on na szerokie rozeznanie naukowe Doktorantki.

Jak juz wspomniatam praca opiera si¢ na cyklu 5 monotematycznych publikacji,
jednakze nalezy podkresli¢, ze Doktorantka jest wspolautorka kolejnych 8 publikacji
0 tacznym wspotczynniku wptywu (IF) ok. 45. Ponadto jest wspotautorka 3 rozdziatéw
w ksigzkach, jednego zgloszenia patentowego, 21 wystgpien (referaty 1 postery)
na konferencjach krajowych 1 zagranicznych. Pani Karolina Bachosz odbyta 4 staze naukowe,
w tym 3 zagraniczne oraz brata czynny udziat w 3 projektach badawczych. Jest to naprawde
imponujacy dorobek jak na tak mtoda osobg i1 zastuguje na docenienie.

Niezmiernie waznym aspektem tej pracy jest jej tematyka. Doktorantka podjeta sig
przetwarzania surowcow odnawialnych (biomasy lignocelulozowej) w kierunku produktow
0 wysokim znaczeniu uzytkowym. Jest to niezmiernie wazne zwlaszcza w $wietle
ogblnoswiatowego kryzysu surowcowego i promowanej przez Uni¢ Europejska polityki
zrbwnowazonego rozwoju i gospodarki o obiegu zamknietym. Do przetwarzania sktadnikow
biomasy wybrata enzymy z grupy dehydrogenaz. Enzymy znane sg jako katalizatory
0 wysokiej specyficznosci 1 selektywnosci, jednakze ich wykorzystanie w formie ,,wolnej”
jest ograniczone ze wzgledu na ich mata stabilnos¢ i problemy z ponownym wykorzystaniem.

Celem eliminacji tych niedogodnosci Doktorantka zaproponowata nowoczesne techniki



immobilizacji enzymoéw. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze Autorka podjeta sie
réwnoczesnej immobilizacji dwoch a nawet trzech (publikacja 5) enzymow. Zabieg ten miat
na celu regeneracj¢ drogiego kofaktora. Prace, w ktorych efektywnie udaje si¢ unieruchomic¢
wiecej niz jeden enzym sg niezwykle cenne i niestety wcigz mato popularne.

Z wielka przyjemnos$cig 1 uwagg przeczytatam przestang mi do recenzji pracg oraz
monotematyczny cykl publikacji. W trakcie lektury nasunety mi si¢ pewne uwagi, ktérymi

chciatabym podzieli¢ si¢ z Doktorantka i poprosi¢ o kréotki komentarz.

Uwagi edytorskie do wprowadzenia teoretycznego:

Str. 40: ,Opracowywanie takich systemow jest mozliwe, ze wzgledu na fakt,
ze krzemionka posiada na swojej powierzchni liczne grupy funkcyjne i dodatkowo jest
podatna na modyfikacje powszechnie dostgpnymi zwigzkami, takimi jak APTES czy
glutaraldehyd.”

Czy mowigc o ,licznych grupach funkcyjnych na powierzchni krzemionki” ma Pani
na mysli ich ilo$¢ czy rodzaj? Wyrazenie, ktore Pani uzyta jest nieprecyzyjne.

Str. 41: ,Niemniej ponad 60-proc. zachowanie aktywnos$ci biokatalitycznej moze
zagwarantowaé takze skuteczne przeprowadzenie putapkowania lub enkapsulacji
Z wykorzystaniem zelu krzemionkowego lub immobilizacji adsorpcyjnej przy uzyciu
nanokrzemionki, ktora charakteryzuje si¢ wysoko rozwini¢ta strukturg porowata.”

Czy wszystkie wymienione w tym zdaniu metody immobilizacji daja zawsze min. 60 %
zachowanej aktywnos$ci? Wydaje mi sig, ze jest to zbyt duze uogdlnienie.

Str. 43: ,Koimmobilizacja, analogicznie jak immobilizacja, zapewnia wysoka
specyficznos¢ reakcji, jak rowniez umozliwia kontrolowanie jej przebiegu, minimalizujac lub
nawet catkowicie eliminujac tzw. lag time.”

Czy faktycznie immobilizacja lub koimmobilizacja moze zapewni¢ specyficzno$¢
reakcji? Wydaje mi sig¢, Ze jest to raczej ,,zastuga” enzymow.

Str. 44: | Nalezy jednak podkresli¢, ze przeprowadzenie koimmobilizacji biatek wigze
si¢ z ograniczeniami w dyfuzji i transferze masy.”

Bardzo proszg¢ o sprecyzowanie tego stwierdzenia, w tej formie jest ono niejasne.

Uwagi do wynikow zawartych w publikacjach:

Publikacja 1



. Jaka metodg okreslano wielko$¢ czastek kompozytéow Fes0s-SiO2? Czy wielkosé
ta okre§lano na postawie obrazéw z mikroskopii TEM? Czy w obrazowaniu
z wykorzystaniem mikroskopii TEM widoczne sg biatka? Jakie inne techniki mozna
wykorzysta¢ w okreslaniu wielkos$ci czastek?

Czy okreslono porowato$¢ otrzymanych kompozytow? Na jakiej podstawie
wywnioskowano, ze enzymy osadzone sg w porach no$nika?

Enzymy XDH i ADH immobilizowano w stosunku 2:1. Jaki to byt stosunek: masowy
czy molowy ?

Z czego wynika, ze maksymalna produktywnos¢ wynosi 60% dla wolnych enzymow
1 80% dla koimmobilizowanych? Dlaczego pomimo regeneracji kofaktora nie udato
si¢ osiggna¢ catkowitego przereagowania? Prosze o gltos w dyskusji.

. str. 72: ,Ten rezultat wskazuje nie tylko na wytworzenie stabilnego wigzania
pomiedzy enzymami a nos$nikiem, ale takze na znaczne ograniczenie wymywania
biokatalizatora, co zostato potwierdzone badaniami elucji biatek.”

W jaki sposob badata Pani elucje biatek?

Czy wydajno$¢ immobilizacji okreslona na poziomie 92 % wyznaczana byla dla
obydwu enzyméw jednocze$nie? Czy badano wydajnos¢ immobilizacji dla kazdego

Z enzymow osobno?

Publikacja 2

1. W trakcie pracy badata Pani inhibujacy wptyw roznych zwigzkow na aktywnos$é

enzymOow. Nie znalazlam tam metanolu, ktéry jest jednym z produktow. Czy
rozwazata Pani mozliwo$¢ toksycznego wptyw metanolu?

Czy wydzielala Pani kwas ksylonowy z mieszaniny poreakcyjnej? A jesli tak to czy
okreslata Pani jego czystos§¢?

. Jaki model kinetyki przyjeto do obliczen statych kinetycznych?

Publikacja 3

1. W ramach tej pracy jednym z etapow bylo okreslenie wptywu zmiany stezenia

jednego z substratow na produktywnos$¢ kwasu ksylonowego. W tym celu zmieniata
Pani stezenie jednego z substratow w zakresie od 2 do 20 mM, a stgzenie drugiego

Z substratow pozostawato stale 1 réwne 5 mM. Jaki byt cel stosowania tak duzych



(nawet 4-krotnych) nadmiaréw jednego z substratow (mowa tu o skrajnych
przypadkach)?

2. str. 85: ,,Jak wiadomo w zalezno$ci od procesu, w ktorym uczestniczy biokatalizator,
rodzaju substratu i jego stgzenia, a takze zrodta pochodzenia enzymu, stata Michaelis-
Menten przyjmuje rézne wartosci.”

Moge si¢ z Panig zgodzi¢, ze stata Michaelisa-Menten zalezy od rodzaju reakcji
katalizowanej przez enzym, rodzaju substratu, czy zroédta pochodzenia enzymu, ale

nie jestem si¢ w stanie zgodzi¢, ze stata ta zalezy od stezenia substratu.

Publikacja 4

1. W tej publikacji badata Pani wpltyw stosunku substratow i immobilizowanych
enzymoéw na wydajnos¢ procesu. O jakich stosunkach tu mowa, molowych czy
masowych (publikacja punkt 2.5)

2. Publikacja, str. 4, kolumna lewa. Jest Fig. 2b and 2c a powinno by¢ Fig.1b and 1c.

Publikacja 5

1. Prositabym o bardziej szczegdtows charakterystyke nos$nika typu SBA-15. Podata
Pani (str. 100), ze jest to nosnik o powierzchni ok 24 m?%/g i $rednicy poréw ok 16 nm.
Jest to dla mnie do$¢ zaskakujace gdyz nosniki, ktére znam pod ta nazwa
charakteryzuja si¢ heksagonalng strukturg poréw, powierzchnig wtasciwa rzedu 500
m2/g i wielkoscia poréw ok 6-10 nm. Nosniki 0 opisanych przeze mnie parametrach
i nazwie SBA-15 dostgpne sa réwniez handlowo w ofercie firmy Sigma-Aldrich
(https://www.sigmaaldrich.com/PL/pl/product/aldrich/914614).

2. W publikacji nie znalaztam informacji ile moli NAD" i NADH bylo wprowadzane do
reakciji? Jaki byl stosunek molowy NAD*/NADH do ksylozy i do glukozy? Bardzo
prosze o podanie tych informacji.

3. Czy roztwor rzeczywisty byl rozcienczany przed reakcja? Jaki byt stosunek molowy
ksylozy do kwasu lewulinowego oraz glukozy do kwasu lewulinowego w trakcie
eksperymentu w ktorym badata Pani wptyw stezenia kwasu lewulinowego?

4. W opisie metodyki podana jest informacja, ze produktywno$¢ (wydajnosc) byta
liczona ,,na podstawie poczatkowego i koncowego stezenia substratu”. Jezeli badala

Pani przebieg reakcji poprzez monitorowanie zmiany st¢zenia substratow, powinna
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Pani policzy¢ stopien przereagowania substratu (konwersje). Zgodnie z definicja,

wydajnos¢ mozna okresli¢ monitorujac stezenia produktow.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja warto$ci dysertacji, dlatego konkludujac, uwazam, ze
przedstawiona mi do recenzji praca spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy
z dnia 20 lipca 2020 prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020, poz. 85)
i niniejszym wystepuj¢ z wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Poznanskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Karoliny Bachosz do dalszych etapow przewodu

doktorskiego



