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Katedra Chemii Zywnosci i Biokatalizy
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Ocena Pracy doktorskiej
Pana mgr inz Jakuba Hoppe

pt. ,Mieszaniny entektyczne zawierajgce sole choliny jako modyfikatory srodowiska
enzymatycznych reakcji hydrolizy”

Podstawe formalng wykonania niniejszej recenzji stanowi pismo Prodziekana Wydzialu
Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, prof. dr. hab. Roberta Pietrzaka,
odno$nie powierzenia mi funkcji recenzenta zgodnie z uchwalg Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Chemiczne z dnia 12 lipca 2024 r.

Praca doktorska Pana mgr. inz. Jakuba Hoppe zostala wykonana w Zakladzie Chemii
i Technologii Zwigzkoéw Krzemu Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu pod opieka merytoryczna dr. hab. inz. Marcina Smiglaka, pelniacej fumkeje promotora
w przewodzie doktorskim oraz dr. hab. inz. Radostawa Drozda, bedacego promotorem
pomocniczym.

Charakterystyka formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi eykl trzech oryginalnych publikaci
naukowych, opublikowanych w latach 2019 - 2022 w zagranicznych czasopismach naukowych
z listy Journal Citation Report (JCR). W sklad cyklu wchodza nastgpujace publikacje:

1. Jakub Hoppe, Radostaw Drozd, Ewa Byzia, Marcin Smiglak, Deep eutectic solvents based on
choline cation - Physicochemical properties and influence on enzymatic reaction with B-
galactosidase, Infernational Journal of Biological Macromolecules, 136, 2019, 296-304 (IF =
5,482; MEIN = 100 pkt).
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2. Jakub Hoppe, Ewa Byzia, Magdalena Szymariska, Radostaw Drozd, Marcin Smiglak,
Acceleration of lactose hydrolysis using beta-galactosidase and deep entectic solvents, Food
Chemistry, 384, 2022, 132498 (IF = 7,512; MEiN = 200 pkft).

3. Jakub Hoppe, Ewa Byzia, Radostaw Drozd, Magdalena Szymainska, Patryk Bielecki, Marcin
Smiglak, An effect of choline lactate based low transition temperature mixtures on the lipase
catalytic properties, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 216,2022, 112518 (IF =5,268; MEIN
= 100 pkt).

Wszystkie prace opublikowano w czasopismach o uznanej wartosci, ktére zostaly
wezesniej poddane recenzji. Laczna liczba punktow obliczona wg daty opublikowania prac wynosi
400 pkt. MEIN, a sumaryczny IF wynosi ponad 18. Powyzsze dane naukomeiryczne oceniam
bardzo wysoko. Przedstawione prace sa opracowaniami zbiorowymi, gdzie Pan mgr inz. Jakub
Hoppe jest pierwszym, a zarazem wiodgcym autorem. Zgodnie z zalgczonymi oswiadczeniami
wklad Doktoranta w oryginaine prace tworcze obejmowal synteze cieczy jonowych, preparatyke
mieszanin eutektycznych, ich charakterystyke spektroskopowsg FT-IR oraz przeprowadzenie
pomiaréw gestosci, lepkosci, przewodnictwa, stabilnodci termicznej, jak réwniez oméwienie
wynikéw badait w ujeciu calosciowym, oraz przygotowanie manuskryptu i dyskusje z
recenzentami. Analizujgc powyzsze zaangazowanie, moZzna uznal przedstawiong rozprawe
doktorskg za autorskie dzielo Pana mgr. inz. Jakuba Hoppe.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Jakuba Hoppe jest oparta na
cyklu trzech oryginalnych artykuléw naukowych wraz z komentarzem. Rozprawa liczy 161 stron
i jest skonstruowana zgodnie z systemem, gdzie publikacje stanowig jej zasadniczg cze$é. Zostaly
one dolgczone na koficu pracy wraz z o$wiadczeniami wspolautordw. Rozprawa zawiera
streszczenie w j¢zyku polskim i angielskim, ankiet¢ dorobku naukowego Dokioranta, oraz
nastepujgce dzialy: wprowadzenie, cel pracy, om6éwienie wynikow badari, wnioski oraz cytowang
literaturg. Wprowadzenie poswigcone jest charakterystyce i zastosowaniu mieszanin
eutektycznych, zar6wno mieszanin typu DES (deep eutectic solvents), jak i mieszanin typu LTTM
(low temperature transition mixtures), ktore stanowig nowatorski obszar badan z dziedzinie
zielonej chemii. Druga czg¢$¢ wprowadzenia dotyczy zastosowania mieszanin eutektycznych w
obszarze biokatalizy, ze szczegllnym nastawieniem na wykorzystanie ich w reakcjach
enzymatycznej hydrolizy. W dalszej czeéci autoreferatu zostaly postawione hipotezy oraz
sformulowane cele badawcze wraz z celami szczegélowymi. Rozdzial dotyczacy omdwienia
wynikow zostal podzielony na osiem sekcji, w ktérych kazdorazowo na poczatku znajduje sie
informacja, iz opis metodyki prowadzenia poszczegélnych badah zostal zamieszczony w
publikacjach. Autoreferat podsumowany =zostat w formie serii wnioskow dotyczacych
postawionych na poczatku pracy dwodch glownych celéw badawczych. Wykaz cytowanej
literatury zawiera 144 pozycje bibliograficzne, przy czym jedynie 15% to pismiennictwo
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opublikowane przed rokiem 2010, co $wiadczy o aktualnej tematyce podjetych badan.
Podsumowujgc, od strony formalnej praca nie budzi moich zastrzezeni. Niestety strona edytorska
rozprawy jest niedopracowana, zawiera liczne bledy jezykowe, nicadekwatne sformulowania,
bledy w spdjnym i chronologicznym oznaczaniu Rysunkéw i Wykresow wraz z brakiem odniesien
do nich w tekscie, co utrudnia analize danych.

Meryroryczna ocena

Biokatalizatory naturalnie ewoluowaly, aby dziata¢ optymalnie w $rodowisku wodnym, a
zatem prowadzanie reakeji biokatalitycznych w warunkach wodnych jest tradycyjnym podejsciem
do maksymalizacji wydajnosci enzymu (aktywnosci i stabilnosci). Woda jest uwazana za
nietoksyczny i latwo dostepny zielony rozpuszczalnik, chociaz jej wysoka polarno$é jest kluczowa
przeszkodg, gdy stosuje si¢ hydrofobowe substraty. Powoduje to, 2e stezenia stabo
rozpuszezalnych w wodzie substancji chemicznych sg niesatysfakcjonujace. W tym kontekscie
wprowadzenie niekonwencjonalnych mediéw moze staé si¢ prostym rozwigzaniem dla
intensyfikacji procesu. Systematyczny rozwdj biotransformacji w srodowiskach niewodnych sigga
lat 80. ubieglego wicku (lipazy w rozpuszczalnikach organicznych), nastgpnie w kolejnych
dekadach opracowano ciecze jonowe i ciecze w stanie nadkrytycznym, ktére posiadajg swoje
mocne i slabe strony. Najwigkszym problemem w ich stosowaniu jest toksycznosé. W zwiazku z
tym skupiono si¢ na opracowaniu alternatywnych rozpuszczalnikéw produkowanych na bazie
biomasy roslinnej, a nie paliw kopalnianych. W tym obszarze mieszaniny gleboko eutektyczne
(DES) zyskaty ogromng uwagg od czasu ich debiutu w pionierskich badaniach Abbotta i zostaly
okreslone jako ,,rozpuszczalniki XXI wieku”. DES-y to ciecze o unikalnych wlasciwosciach, ktére
powstaja w wyniku zmieszania dwdch ciat statych, HBD (hydrogen bond donor) oraz HBA
(hydrogen bond acceptor), w temperaturze pokojowej lub przy nieznacznym ogrzewaniu.
Charakteryzujg si¢ one znacznie nizszymi temperaturami topnienia niz ich pojedyncze skiadniki.
Sa obecnie uznawane za tanie, biodegradowalne i nietoksyczne rozpuszczalniki. Z jednej strony
maja one podobne wiasciwosci fizykochemiczne do cieczy jonowych (niska lotnosé, wysoka
termostabilno$¢, niepalno$é, zmienna polarnosé). Z drugiej strony sq rozpuszezalnikami, ktorych
sktad mozna modyfikowac, co zapewnia im duzg wszechstronnosé i mozliwosé dostosowania do
okreslonych celéw. Poprzez zdefiniowang kombinacje skladnikéw, DES-y o pozadancj
hydrofilowosci/hydrofobowosci moga byé stosowane do rozpuszczania réinych substancji
chemicznych. Poza tym, silne wzajemne oddzialywania przyciagajace miedzy skladnikami DES
zmniejszajg ich reaktywnos¢, tym samym minimalizujge reakcje uboczne. Dzicki temu znalazly
one potencjalne zastosowania w wielu dziedzinach, w tym metalurgii, technologii produkcji
baterii, syntezie organicznej i nanotechnologii. W przypadku stosowania mieszanin DES do celéw
biokatalitycznych moga one dziala¢ jako rozpuszczalniki, wspotrozpuszezalniki, a nawet jako
substraty, oferujgc wiele korzyéci, m. in. zwigkszajgc wydajnosé reakcji oraz selektywnosé
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biokatalizatorow. Racjonalne projektowanie mieszanin eutektycznych do zastosowan
biokatalitycznych wymaga holistycznego rozwazenia kilku aspektow, w tym zawartosci wody w
celu zachowania aktywnosci enzymu, polarnosci w celu rozpuszczania substratow i lepkosci w
celu umozliwienia praktycznej z nimi pracy.

Praca Pana mgr. inz. Jakuba Hoppe Swietnie wpisuje si¢ w trend badan nad prowadzeniem
reakcji biokatalizy w $rodowisku zawierajgcym mieszaniny eutekiyczne. Zalozona przez
Doktoranta hipoteza proponowanych badan stanowi, iz .zréznicowany sklad mieszanin
eutektycznych moze mie¢ wplyw na parametry operacyjne badanych enzyméw, a oddziatywania
pomicdzy mieszaninami soli choliny oraz strukturg enzymu, moga dostarczyé podstawowe]
wiedzy na temat uzytecznos$ci mieszanin soli choliny w enzymatycznych reakcjach hydrolizy z
udzialem enzymoéw z grupy hydrolaz”. W badaniach Pana mgr. inz. Jakuba Hoppe mozna
wyr6zni¢ dwa nurty. Pierwszy zwigzany z synteza i charakterystyka mieszanin typu DES i LTTM
z kationem choliny oraz anionami nieorganicznym chlorkowym oraz organicznymi: octanowym,
lewulinowym i mleczanowym. Drugi poswigcony mozliwosci zastosowania mieszanin
eutektycznych, jako nowego srodowiska w reakcjach enzymatycznej hydrolizy. W zwiazku z
powyzszym Doktorant postawil sobie dwa gléwne cele badawcze, ktére nastepnie konsekwentnie
realizowat w kolejnych etapach badan.

Realizujgc pierwszy cel zsyntezowal, a nastepnie dokonal analizy spektroskopowej oraz
charakterystyki fizykochemicznej, oznaczajac liczne parametry takie jak: gestosé, lepkosé,
przewodnictwo jonowe, stabilnos¢ termiczng oraz przemiany fazowe soli choliny 1 ich mieszanin.
W zwigzku z dos¢ nielicznymi doniesieniami literaturowymi dotyczgcymi innych aniondéw niz
chlorkowy w solach choliny, w swoich badaniach skupil si¢ réwniez na wyjasnieniu rodzaju
oddzialywah w solach choliny zawierajgcych organiczne aniony: octanowy, lewulinowy oraz
mleczanowy. Jednym z kluczowych parametréw analizowanych przez Doktoranta jest ggstosé
rozpuszczalnika, ktéra dostarcza informacji o interakcjach miedzyczasteczkowych. Analizujgc
przedstawione wyniki mozna zauwazyé, ze gestoS¢ wzgledem anionu w soli choliny w
mieszaninie ksztaltuje si¢ nastgpujaco: chlorek > mleczan > octan >lewulinian, co jest efektem
struktury przestrzenne] powstalej sieci wigzan wodorowych 1 innych oddzialywan
miedzyczasteczkowych. Kolejng analizowang w pracy charakterystyka rozpuszczalnika jest jej
lepkosé, ktora zalezna jest od sily wigzan wodorowych i wyrazana jest jako energia aktywacji
przeplywu. W przeprowadzonych eksperymentach jej najwyzsze wartosci okreSlono dla
mieszanin zawierajacych mocznik (jako HBD) oraz mleczan choliny (jako HBA). Z kolei
analizujgc wyniki dotyczgce przewodnictwa jonowego mieszanin eutektycznych soli choliny
zaobserwowano nastgpujgca zaleznos$é: mleczan > lewulinian > octan > chlorek. Kolejny
omawiany parametr stanowi stabilnos¢ termiczna soli choliny i ich mieszanin, w szczegdlnosci
temperatura poczgtku degradaciji, ktora rGwniez pozwala okreSli¢ site wigzan wodorowych w danej
mieszaninie. Zaobserwowano, ze temperatury poczatku degradacji mieszaniny znacznie roZnig si¢
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w zaleznosci od zastosowanego zwigzku HBD. Podobnie, kluczowy wplyw na przemiany fazowe
soli choliny i ich mieszanin ma rodzaj zwigzku HBD. Szczegdlnie mozna to zaobserwowac dla
ukiadu mleczan choliny:glicerol, gdzie jest to jedyny uklad, dla ktorego w badanym przez
Doktoranta zakresie ftemperatur okreslono temperatur¢ zeszklenia powyzej -80°C.
Przeprowadzona analiza spekiroskopowa z udzialem spektroskopii w podczerwieni FT-IR
pozwolila okresli¢ sile wigzan wodorowych w mieszaninach soli choliny z analizowanymi
zwigzkami HBD, zgodnie z nastepujgcg kolejnoscig anionow: mleczan > octan > chlorek >
lewulinian. W przypadku zwigzkéw HBD, najsilniejsze wigzania wodorowe wsréd badanych
mieszanin, wystepowaly w ukladzie z glicerolem w stosunku molowym 1:2. Stwierdzam, Ze
Doktorant zastosowat adekwatne podejscie eksperymentalne do postawionego celu badawczego i
opanowal w tym zakresie szereg metod pozwalajgcych okreslic parametry fizykochemiczne
mieszanin eutektycznych. Zaréwno opisany w rozprawie wklad Doktoranta, jak i oswiadczenia
wspolautorow, swiadcza o samodzielnym przeprowadzeniu eksperymentdéw dotyczacych tej
czesei badan.

Drugi cel zakladat badania nad wplywem cieczy eutektycznych, szczegdlnie soli choliny
oraz ich mieszanin ze zwigzkami HBD, na stabilno$¢ oraz aktywno$¢ enzymow z klasy hydrolaz:
B-galaktozydazy z Kluyveromyces lactis oraz lipazy z Candida antarctica. W pierwszym etapie
oceniono stabilno$¢ badanych enzymdéw w poszezegolnych mieszaninach eutektycznych, tym
samym climinujgc moziiwos¢ dzialania inhibicyjnego srodowiska reakcji enzymatycznej. Okazato
sie, ze wszystkie sole choliny zawierajace organiczny anion wzmagaly aktywnos$¢ pB-
galaktozydazy, natomiast w przypadku lipazy jedynie mleczan choliny. Obserwacje Doktoranta
wykluczajg zatem proponowang w literaturze hipoteze, o wylacznym wplywie zwigzkéw HBD,
na stabilnos$¢ 1 aktywnos$¢ enzyméw w mieszaninie eutektycznej. Ponadto, wzrost aktywnosci f3-
galaktozydazy w srodowisku mieszanin soli choliny byl znaczacy wzglgdem proby kontrolnej oraz
zalezny od stosowanego substratu: naturalnej laktozy czy substratu modelowego (o-nitrofenylo-
B-D-galaktopiranozy, ONPG). Powyzsze badania dotyczace oznaczenia aktywnosci
enzymatycznej byly prowadzone, wedlug oswiadczen autoréw, we wspdlpracy z dr Ewa Byzia.

Podsumowujgc, okreslone na poczatku cele pracy, ktore stanowia zloZone problemy
badawcze, zostaty skrupulatnie zrealizowane, a wyniki uzyskane podczas przeprowadzonych prac
eksperymentalnych pozwolily na sformulowanie dziesigciu wnioskéw. Zapewne nie oznacza to,
ze tematyka badawcza zostala w tym obszarze wyczerpana. W zwiazku z tym prositbym
Doktoranta o zaprezentowanie mozliwosci podjecia kolejnych krokow badawczych dotyczacych
wplywu srodowiska reakcji na aktywnos¢ enzyméw w oparciu o uzyskane dotychezas wyniki, a
takze wskazania potencjalnych ograniczen w przedstawionych badaniach.
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Znaczqce osiggnigcia naukowe

Oceniajgc warto$¢ merytoryczng pracy doktorskiej Pana mgr. inz. Jakuba Hoppe, do
kluczowych ostggnieé naukowych zaltczam:

- udowodnienie, Zze charakter oraz strukturalne cechy anionéw soli choliny determinujg ich
zdoinoé¢ do tworzenia wigzah wodorowych i mieszanin DES oraz LTTM, co znaczgco wplywa
na ich wiasciwosci fizykochemiczne (gestosé, lepkosé, przewodnictwo, stabilno$¢é termiczng);

- wykazanie, iz to rodzaj anionu obecnego w soli choliny (HBA) ma réwnie znaczacy, a nawet
wickszy wplyw na wlasciwosci fizykochemiczne mieszanin eutektycznych, niz rodzaj zwiazku
HBD;

- udowodnienie, ze wzrost aktywnos$ci enzymatycznej jest bezposrednio zwigzany z rodzajem
anionu soli choliny oraz z oddzialywaniem anion soli choliny — zwigzek HBD;

- wykazanie, ze niskie st¢zenie mieszanin soli choliny ze zwiazkami HBD w srodowisku wodnym
moze stabilizowac enzymy hydrolityczne, zwigkszajac ich stabilnos¢ termiczna;

- wykazanie duzego potencjalu mieszanin soli choliny z anionem octanowym lub lewulinowym
(HBA) oraz odpowiednio glicerolem lub glikolem etylenowym (HBD) jako Srodowiska reakcji
zwickszajgcego aktywnosé B-galaktozydazy;

- udowodnienie zasadnoéci uzycia mieszanin LTTM pod katem stabilnosci termicznej lipazy
CALB oraz wysokich wydajnoéci reakcji transestryfikacji z jej zastosowaniem.

Komentarze

Podczas lektury pracy doktorskiej nasunely mi si¢ pewne uwagi, gléwnie dotyczgce strony
edytorskiej, ktore ponizej wymieniam:
- ¢o oznaczajg nastepujgce niefortunne sformulowania: ,oraz innych rozpuszezalnikéw
bioaktywnych” (str. 23); ,.koenzyméw hydrolitycznych™ (str. 36); ,,w przeksztalcenin impulsu
neurcnowego w grupe octanowy” (str. 64); ,,z ograniczen chemicznych trudnych reakcji” (str. 47)?

- poprawne okreslenia to: przewodnictwo jonowe, a nie przewodnos¢ jonowa {str. 54); temperatura
rozktadu, a nie rozpadu (str. 56/57); pasmo absorpcji, a nie pik absorpc;ji (str. 61);

- bledne podpisy Rys. 9 i 11 - przedstawione s mechanizmy reakcji z udzialem enzymow;
poprawny zapis nazwy szczepu to Candida antarctica (str. 35, 67);

- niezgodna numeracja Rysunkow i Wykresow (m.in. str. 16/17, 46/47, 52/53, 56/57/58, 63/65);
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- wykaz stosowanych skr6téw powinien byé ujednolicony (slownictwo polskojezyczne lub
anglojezyczne);

- rozdzial wprowadzenie powinien sklada¢ si¢ z dwoéch podrozdzialéw, a nie z jednego:
Biokataliza z udzialem enzyméw. Dodalbym na poczatku podrozdzial: Ciecze eutektyczne -

- charakterystyka i zastosowanie.
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Konkludujac, nie mam watpliwosci, ze praca ma charakter oryginalny, a wszystkie trzy
prace wchodzace w sklad cyklu charakteryzuje wysoki poziom naukowy, co pozwolilo na ich
opublikowanie w bardzo dobrych czasopismach naukowych o uznanej renomie. Podczas lektury
rozdziatu dotyczacego dorobku naukowego Pana mgr. inz. Jakuba Hoppe mozna zauwazy¢, ze
Doktorant jest rowniez wspélautorem czterech innych publikacji naukowych w czasopismach
indeksowanych na liscie JCR, jednego zgloszenia patentowego, a takze osmiu zgloszen
konferencyjnych.

Whriosek koricowy

Uznajac oryginalno$é i warto$¢ merytoryczng ocenianej rozprawy, jako spelniajace
formalne i zwyczajowe wymagania stawiane dysertacjom doktorskim stwierdzam, Ze niniejsza
rozprawa spetia warunki ujgte w art. 13 ust. 1 ustawy o stopniach naukowych 1 tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. z 2017 r,, poz. 1789)
z pOzniejszymi zmianami, i wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, o dopuszczenie Pana mgr. inz. Jakuba Hoppe,
do dalszych etapéw procedury ubiegania si¢ o stopient naukowy doktora.
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