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1.  Imig i nazwisko.
Dawid Mikulski

2.  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie;j.

10.02.2015 r. — doktor nauk biologicznych (w dyscyplinie naukowej: biologia),
Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy, Wydzial Nauk Przyrodniczych
(obecnie Biologicznych), rozprawa doktorska pt.: ,,Wplyw hydrolizy kompleksow
fitynowych w podtozach skrobiowych o wysokim ekstrakcie (HG) na aktywnos¢
fermentacyjng drozdzy Saccharomyces cerevisiae” — promotor dr hab. inz. Grzegorz
Ktosowski prof. uczelni

05.07.2007 r. — magister biologii, Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy,
Wydzial Nauk Przyrodniczych

24.06.2006 r. — kwalifikacje pedagogiczne, Kujawsko-Pomorskie Centrum Edukacji
Nauczycieli w Bydgoszcz

29.06.2005 r. — licencjat biologii, Akademia Bydgoska, Wydziat Matematyki, Techniki
i Nauk Przyrodniczych

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

01.10.2015 r. — obecnie — adiunkt badawczo-dydaktyczny Uniwersytet Kazimierza
Wielkiego w Bydgoszczy, Wydzial Nauk Biologicznych, Katedra Biotechnologii

01.10.2009 r. — 30.09.2015 r. — asystent naukowo-dydaktyczny Uniwersytet
Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy, Wydzial Nauk Przyrodniczych, Zaktad
Biotechnologii

01.10.2008 r. — 30.09.2009 r. — starszy technik naukowo-techniczny Uniwersytet
Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy, Wydzial Nauk Przyrodniczych, Zaktad
Biotechnologii

01.04.2007 r. — 30.09.2008 r. — starszy technik naukowo-techniczny Uniwersytet
Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Zaklad Fizjologii
i Toksykologii

4. Oméwienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnie¢,
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4.1.

4.2,

jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiagniecie jest dzielem wspolautorskim, z uwzglednieniem
mozliwosci wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowe;j.

Tytul osiagni¢cia naukowego.

Aktywnos$¢ metaboliczna drozdzy Saccharomyces cerevisiae w procesie biokonwersji
hydrolizatow lignocelulozowych uzyskiwanych z biomasy wywardw gorzelniczych
poddanych réznym metodom obrdobki wstepnej.

Cykl publikacji stanowiacych osiagni¢cie naukowego.

Osiagnigcie naukowe sktada si¢ z cyklu 7 oryginalnych prac eksperymentalnych
opublikowanych w czasopismach naukowych, ktorych sumaryczny Impact Factor (IF)
wynosi 43,250, a liczba punktow MEiN" 765. L3aczna liczba cytowan prac stanowigcych
osiggniecie naukowe wynosi 132 (wedtug bazy Web of Science z dnia 08.05.2023 r.) oraz
158 (wedtug bazy Scopus z dnia 08.05.2023 r.). Wszystkie prace zaliczane do osiggniecia
naukowego zostaly opublikowane w czasopismach przypisanych do dyscypliny nauki

biologiczne zgodnie z listg czasopism punktowanych MEIN z dnia 9. lutego 2021 roku.
“ punktacja prac opublikowanych w latach 2019-2021 zgodna z wykazem stanowigcym zatgcznik do
komunikatu MEiN z dnia 9 lutego 2021 r., natomiast punktacja prac opublikowanych w 2018 roku zgodna
z wykazem opublikowanym w komunikacie MNiSW z dnia 25 stycznia 2017 r.

4.2.1. Mikulski D., Ktosowski G. 2018. Efficiency of dilute sulfuric acid pretreatment of

distillery stillage in the production of cellulosic ethanol. Bioresource Technology,
268, 424-433.
IF2018 = 6,669; pkt. MEiN2017 = 45

Moj wktad w wyzej wymieniong publikacje polegaf na: zaprojektowaniu koncepcji
badan; opracowaniu hipotez badawczych, wykonaniu oznaczen charakteryzujgcych
sktad biomasy lignocelulozowej; wykonaniu doboru warunkow kwasowej obrobki
wstepnej  lignocelulozy;  opracowaniu  optymalnych — warunkow  hydrolizy
enzymatycznej; przeprowadzeniu doswiadczen fermentacyjnych, ocenie wplywu
detoksykacji na efektywnos¢ fermentacji; wykonaniu analiz chromatograficznych
HPLC; wykonaniu analizy statystycznej uzyskanych wynikow badan; opracowaniu
| interpretacji  wynikow  badan;  sformutowaniu  wnioskow,  przygotowaniu
manuskryptu; przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Udzial poszczegolnych
autorow zostal potwierdzony stosownymi oswiadczeniami (zalgczniki 3.1a; 3.1b).

4.2.2. Mikulski D., Ktosowski G., Menka A., Koim-Puchowska B. 2019. Microwave-

assisted pretreatment of maize distillery stillage with the use of dilute sulfuric acid in
the production of cellulosic ethanol. Bioresource Technology, 278, 318-328.
IF2019 = 7,539; pkt. MEiN2021 = 140
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4.2.3.

4.2.4.

Moj wktad w wyzej wymieniong publikacje polegat na: zaprojektowaniu koncepcji
badan; opracowaniu hipotez badawczych; ocenie efektywnosci hydrolizy
enzymatycznej celulozy; przeprowadzeniu doswiadczen fermentacyjnych majgcych
na celu okreslenie dawki drozdzy oraz biomasy gwarantujgcej wysoki poziom
biokonwersji; przeprowadzeniu eksperymentow umozliwiajgcych detoksykacje
uzyskanych podlozy fermentacyjnych; wykonaniu analiz chromatograficznych
HPLC; wspotudziale w wykonaniu analizy statystycznej, opracowaniu i interpretacji
wynikow  badan;  sformutowaniu  wnioskow;  przygotowaniu — manuskryptu;
przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Udzial poszczegolnych autorow zostat
potwierdzony stosownymi oswiadczeniami (zalgczniki 3.2a; 3.2b; 3.2¢; 3.2d).

Mikulski D., Ktosowski G. 2020. Microwave-assisted dilute acid pretreatment in
bioethanol production from wheat and rye stillages. Biomass and Bioenergy, 136,
105528.

IF2020 = 5,061; pkt. MEiN2021 = 100

Moj wktad w wyzej wymieniong publikacje polegat na: zaprojektowaniu koncepcji
badan; opracowaniu hipotez badawczych; wykonaniu doboru warunkow kwasowej
obrobki wstepnej lignocelulozy, ocenie wplywu warunkow obrobki wstepnej biomasy
roznych  wywarow  gorzelniczych na  efektywnosci  hydrolizy  celulozy;
przeprowadzeniu doswiadczen fermentacyjnych; wykonaniu analiz
chromatograficznych HPLC,; wspotudziale w wykonaniu analizy statystycznej
uzyskanych wynikow badan, opracowaniu i interpretacji wynikow badan;
sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu manuskryptu,; przygotowaniu odpowiedzi
na recenzje. Udzial poszczegolnych autorow zostal potwierdzony stosownymi
oswiadczeniami (zatgczniki 3.3a; 3.3b).

Mikulski D., Ktosowski G. 2020. Hydrotropic pretreatment on distillery stillage for
efficient cellulosic ethanol production. Bioresource Technology, 300, 122661.
IF2020 = 9,642; pkt. MEiN2021 = 140

Moj wktad w wyzej wymieniong publikacje polegaf na: zaprojektowaniu koncepcji
badan,; opracowaniu hipotez badawczych; analizie wpbywu warunkow ekstrakcji
hydrotropowej na poziom ekstraktywnosci skladnikow biomasy, wykonaniu
hydrotropowej oraz kwasowej obrobki wstepnej lignocelulozy w warunkach
podwyzszonego cisnienia; ocenie skladu lignocelulozy po obrobce wstepnej;
przeprowadzeniu doswiadczen fermentacyjnych; wykonaniu analiz
chromatograficznych HPLC (weglowodanow, glicerolu, etanolu oraz produktow
ubocznych obrobki wstepnej); wykonaniu analizy statystycznej uzyskanych wynikow
badan,; opracowaniu i interpretacji wynikow badan; sformutowaniu wnioskow;
przygotowaniu manuskryptu; przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Udzial
poszczegolnych — autorow  zostal  potwierdzony stosownymi oSwiadczeniami

(zalgczniki 3.4a; 3.4b).
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4.2.5.

4.2.6.

4.2.7.

Mikulski D., Ktosowski G. 2021. Microwave-assisted hydrotropic pretreatment as a
new and highly efficient way to cellulosic ethanol production from maize distillery
stillage. Applied Microbiology and Biotechnology 105, 3381-3392.

IF2021 = 5,560; pkt MEiN2021 = 100

Moj wktad w wyzej wymieniong publikacje polegat na: zaprojektowaniu koncepcji
badan; opracowaniu hipotez badawczych, analizie wpltywu zmiennych warunkow
mikrofalowej obrobki hydrotropowej na poziom ekstraktywnosci biomasy, analizie
sktadu lignocelulozy oraz podatnosci na hydrolize enzymatyczng z uzyciem celulaz;
optymalizacji warunkow hydrolizy enzymatycznej celulozy; przeprowadzeniu
doswiadczen fermentacyjnych; wykonaniu analiz chromatograficznych HPLC;
wykonaniu analizy statystycznej uzyskanych wynikow badan, opracowaniu i
interpretacji ~ wynikow  badan;  sformutowaniu  wnioskow;  przygotowaniu
manuskryptu; przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Udzial poszczegdlnych
autorow zostal potwierdzony stosownymi oswiadczeniami (zalgczniki 3.5a; 3.5b).

Ktosowski G., Mikulski D. 2021. Impact of lignocellulose pretreatment by-products
on S. cerevisiae strain Ethanol Red metabolism during aerobic and anaerobic growth.
Molecules, 26(4), 806.

IF2021 = 4,927; pkt. MEiN2021 = 140

Moj wktad w wyzej wymienionqg publikacje polegaf na: zaprojektowaniu koncepcji
badan; opracowaniu hipotez badawczych, przygotowaniu podtozy hodowlanych
oraz wykonaniu hodowli w warunkach tlenowych oraz fermentacji alkoholowej,
wykonaniu analiz laboratoryjnych  dotyczgcych — oznaczenia — metabolitow
wewngtrzkomorkowych (biatka, ergosterolu i trehalozy) oraz zewngtrzkomorkowych
(glicerolu, kwasu octowego);, wykonaniu analizy wystepowania biatek HSP w
komorkach drozdzy metodg immunodetekcji; wykonaniu analiz chromatograficznych
HPLC,; wykonaniu analizy statystycznej uzyskanych wynikow badan, opracowaniu i
interpretacji  wynikow  badan;  sformutowaniu  wnioskow;  przygotowaniu
manuskryptu. Jako autor korespondencyjny uczestniczytem rowniez w kontakcie z
redakcjq i przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Udzial poszczegolnych autorow
zostat potwierdzony stosownymi oswiadczeniami (zalgczniki 3.6a; 3.6b).

Mikulski D., Klosowski G. 2022. Integration of first- and second-generation
bioethanol production from beet molasses and distillery stillage after dilute sulfuric
acid pretreatment. BioEnergy Research 15, 454-465.

IF2021 = 3,852; pkt. MEiN2021 = 100

Moj wktad w wyzej wymieniong publikacje polegal na: zaprojektowaniu koncepcji
badan,; opracowaniu hipotez badawczych,; wykonaniu analizy sktadu lignocelulozy;,
przeprowadzeniu obrobki wstepnej biomasy wywarow gorzelniczych; przygotowaniu
podtozy fermentacyjnych sporzqdzonych z biomasy wywarow gorzelniczych oraz
melasy buraczanej,; przeprowadzeniu doswiadczen fermentacyjnych w warunkach
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bioreaktorowych ukierunkowanych na maksymalizacje produkcji bioetanolu;
wykonaniu analiz chromatograficznych HPLC podiozy fermentacyjnych, wykonaniu
analizy statystycznej uzyskanych wynikow badan; opracowaniu i interpretacji
wynikow  badan;  sformutowaniu  wnioskow;  przygotowaniu  manuskryptu;
przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Udzial poszczegolnych autorow zostat
potwierdzony stosownymi oswiadczeniami (zalgczniki 3.7a; 3.7b).

4.3. Omowienie osiagniecia naukowego.
4.3.1. Wprowadzenie

Aktywnos$¢ metaboliczna drozdzy Saccharomyces cerevisiae jest kluczowym czynnikiem
odpowiadajagcym za efektywng biokonwersje weglowodanow w procesie fermentacji
alkoholowej. W wyniku metabolizmu drozdzy mozliwe jest przeprowadzenie cyklu przemian
biochemicznych w warunkach ograniczonego dostgpu tlenu, w wyniku ktorych
z weglowodandéw na drodze glikolizy a nastepnie dekarboksylacji pirogronianu i redukcji
aldehydu octowego uzyskuje sie alkohol etylowy. Etanol jest powszechnie uzywanym
surowcem w przemysle spozywczym, chemicznym, kosmetycznym, farmaceutycznym, jednak
obecnie coraz czgsciej wykorzystywany jest rowniez jako biopaliwo. Gtownym substratem
w procesach fermentacyjnych sg weglowodany bedace zrodlem wegla, dzieki ktorym drozdze
sg w stanie produkowaé energie oraz biomas¢ komorkows. Aktualnie, etanol otrzymuje sie
glownie z sacharozy oraz polisacharydow zapasowych tj. skrobi, jednak z uwagi na brak
bezposredniej mozliwosci asymilacji przez drozdze tak ztozonego weglowodanu, fermentacja
alkoholowa poprzedzona jest uwalnianiem skrobi ze struktur komorki roslinnej oraz hydroliza
enzymatyczng do cukrow prostych z wykorzystaniem enzymow amylolitycznych pochodzenia
mikrobiologicznego (Sarris i Papanikolaou, 2016). Wykorzystanie surowcoéw skrobiowych tj.
ziarna zyta, pszenicy, kukurydzy i innych, jako substratow w otrzymywaniu etanolu
wykorzystywanego na cele paliwowe stwarza pewien problem. Koniecznos$¢ zwigkszonej
produkcji odnawialnych nosnikéw energii, wynikajgca ze zmniejszajacych sie zasobow paliw
kopalnych bedzie powodowata wzrost cen surowcow wykorzystywanych do otrzymywania
etanolu paliwowego, a to bedzie mialo bezposredni wplyw na wzrost cen produktow
zywnos$ciowych tj. ziarna zb6z lub kukurydzy z ktorych jest produkowany. Rozwigzaniem tego
problemu jest wykorzystanie tatwo dostepnych, tanich oraz nie wykorzystywanych w produkcji
zywnoéci polisacharydow roglinnych w otrzymywaniu etanolu paliwowego. Zrddiem
weglowodanow spetniajacym wszystkie wymienione wymagania jest biomasa lignocelulozowa
(Lynd i in., 2017).

Biomasa lignocelulozowa jest zbudowana gtownie z celulozy, hemicelulozy oraz lignin, jednak
proporcje poszczegdlnych sktadnikow zaleza od jej pochodzenia. Zawarto$¢ celulozy
W biomasie moze wynosi¢ od ok. 20% w korze drewna migkkiego i twardego do ok. 90%
W biomasie bawelny i Inu. Natomiast zawarto$¢ hemicelulozy waha si¢ od 5% w biomasie
bawelny, do ponad 50% w biomasie traw. W stomie kukurydzianej udziat lignin moze wynosi¢
od 3-5%, a w biomasie drewna iglastego do ponad 30% (Balat, 2011). Celuloza jest liniowym,
nierozgat¢zionym homopolisacharydem zbudowanym z czasteczek glukozy (od kilkuset do 10
tysiecy podjednostek) potaczonych wigzaniami B-1,4-glikozydowymi. Dzigki wigzaniom
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glikozydowym w konfiguracji B oraz wystepowaniu wigzan wodorowych (gltownie
migdzyczasteczkowych) tancuchy celulozy tworza fibryle celulozowe, charakteryzujace si¢
strukturg krystaliczng oraz obszarami amorficznymi. Drugim polisacharydem strukturalnym
wystepujacym w lignocelulozie jest hemiceluloza. Jest ona heteropolisacharydem o silnie
rozgalezionej strukturze amorficznej. Czasteczk¢ hemicelulozy moga budowaé rdzne
weglowodany tj. ksyloza, galaktoza, glukoza, arabinoza, mannoza oraz dodatkowo kwasy
uronowe. Cukry proste w czasteczce hemicelulozy moga by¢ potaczone wigzaniami B-1,3- lub
B-1,4-glikozydowymi, tworzac struktury takie jak: ksyloglukany, ksylany, mannany lub
galaktany. Hemiceluloza drewna twardego zbudowana jest gléwnie z ksylanow, natomiast
drewna miekkiego z glukomannanow (Singhvi i in., 2019). Ligniny w biomasie ro$linnej
wystepuja jako fenylopropanoid zbudowany z trzech réznych podjednostek monolignoli tj.
alkoholu p-kumarylowego, koniferylowego i synapylowego, potaczonych wigzaniami
eterowymi (C — O — C) lub wigzaniami typu C — C. Ligniny obecne w biomasie drewna
migkkiego zawieraja glownie alkohol koniferylowy, natomiast izolowane z drewna twardego
glownie alkohol koniferylowy i sinapylowy. Biomase traw cechuje obecno$¢ lignin
zbudowanych ze wszystkich trzech podjednostek. Ligniny wykazuja wiasciwosci hydrofobowe
1 cechujg si¢ niska reaktywnoscig. Tworzg struktury otaczajace fibryle celulozowe, co zwigksza
wytrzymatos¢ mechaniczng biomasy oraz czyni j3 odporniejsza na degradacje przez czynniki
biologiczne (Ponnusamy i in., 2019; Singh i in., 2014; Wang i in., 2019).

Ztozona struktura biomasy lignocelulozowe] ogranicza jej podatno$¢ na degradacje
biologiczng, co skutecznie utrudnia wykorzystanie polisacharydow strukturalnych w procesach
fermentacyjnych. W celu zwigkszenia podatnosci lignocelulozy na hydroliz¢ enzymatyczng
z wykorzystaniem hydrolaz, wprowadzono dodatkowy etap przygotowania biomasy ro$linnej
nazwany obrobka wstepnag (ang. pretreatment). Gtéwnym celem obrobki wstepnej biomasy jest
rozluznienie kompleksu lignocelulozy i zwigkszenie jej podatno$ci na hydrolize enzymatyczna.
Uzyskuje si¢ to poprzez czgsciowa degradacj¢ hemicelulozy i lignin oraz poprzez zmniejszenie
zakresu wystepowania obszarow krystalicznych na rzecz zwigkszenia udzialu obszarow
amorficznych w celulozie, co zwigksza dostepnos¢ wiokien celulozowych dla enzymow
celulolitycznych (Sarkar i in, 2012). Wérod metod obrobki wstepnej biomasy wyrdznia si¢
metody fizyczne (mielenie, ekstruzja, uzycie ultradzwickow lub mikrofal), chemiczne
(wykorzystanie stezonych kwasow i zasad, cieczy jonowych, rozpuszczalnikow organicznych,
ozonoliza), biologiczne (wykorzystanie grzybow biatej lub bragzowej zgnilizny). Jednak
wiekszg efektywnoscig oraz nizsza ucigzliwo$cig dla srodowiska naturalnego charakteryzuja
sic¢ metody fizyko-chemiczne, w ktorych wykorzystuje si¢ roznorodne reagenty (np.
rozcienczone kwasy, zasady, ciecze jonowe, substancje powierzchniowoczynne, amoniak,
goraca wode) w warunkach podwyzszonej temperatury oraz cisnienia (Mood i in., 2013).
Stosujac metody fizyko-chemiczne, nalezy zwroci¢ uwage na odpowiedni dobor warunkow
obrobki wstepnej, poniewaz przy zle dobranych parametrach, w szczegdlnosci zbyt wysokiej
temperaturze oraz nadmiernym stezeniu Kkatalizatora, moze dochodzi¢ do powstawania
znacznych ilosci toksycznych produktow ubocznych (inhibitoréw metabolizmu komérkowego
drozdzy) zaliczanych do trzech grup zwigzkow: (I) pochodnych furanéw, bedacych produktami
dehydratacji cukrow (furfuralu z ksylozy, 5-hydroksymetylofurfuralu (5-HMF) z glukozy), (I1)
stabych kwaséw organicznych (kwasu lewulinowego z 5-HMF, kwasu mréwkowego z 5-HMF
i furfuralu, kwasu octowego z grup acetylowych uwalnianych z hemicelulozy), (IIT) zwigzkoéw
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fenolowych (produktéw depolimeryzacji lignin tj. waniliny, kwasu wanilinowego, aldehydu
syryngowego, kwasu syryngowego, 4-hydroksybenzaldehydu i in.) (Almeida i in., 2007,
Jonsson 1 in., 2013; Palmqgvist i Hahn-Hagerdal, 2000a). Wymienione zwigzki sa
identyfikowane jako toksyczne dla drozdzy S. cerevisiae, a ich podwyzszone stezenie obniza
ich aktywno$¢ metaboliczng. Mechanizm inhibicji metabolizmu komérkowego drozdzy przez
stabe kwasy opiera si¢ na wystepowaniu formy niezdysocjowanej tych zwiazkow przy pH
medium fermentacyjnego na poziomie 5.0-5.5. Stabe kwasy w formie niezdysocjowanej sa
rozpuszczalne w thuszczach i moga swobodnie przenikaé biatkowo-lipidowa blone komérkowsa
drozdzy. W s$rodowisku oboje¢tnym cytozolu, kwasy przechodza w forme¢ zdysocjowang i
obnizaja pH wewnatrzkomorkowe, ktérego regulacja wymaga wzmozonej aktywnosci ATP-
azy blonowej. Koniecznos$¢ regulacji pH 1 zuzywanie ATP podczas procesoOw beztlenowych
obniza zdolno$¢ komorek drozdzy do produkcji etanolu (Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000b).
Zaroéwno furfural jak 1 5S-HMF sg metabolizowane przez drozdze w trakcie hodowli w r6znych
warunkach dostgpnosci tlenu (w warunkach tlenowych, z ograniczonym dostgpem do tlenu oraz
beztlenowych). Furfural jest redukowany z uzyciem dehydrogenazy alkoholowej (ADH) do
alkoholu furfurylowego. 5-HMF moze by¢ réwniez redukowany do odpowiedniego alkoholu
(alkoholu 5-hydroksymetylofurfurylowego), jednak odbywa si¢ to z mniejszg wydajnoscig niz
redukcja furfuralu. Udowodniono, ze wystepowanie furfuralu oraz 5-HMF w podtozu
fermentacyjnym obniza aktywno$¢ ADH, enzymoéw glikolitycznych, dehydrogenazy
pirogronianowe] oraz aldehydowej, ograniczajac tempo przyrostu biomasy drozdzy oraz
biosyntezy etanolu (Almeidai in., 2007; Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000b). Zwiazki fenolowe
réwniez wywieraja negatywny wplyw na metabolizm drozdzy S. cerevisiae, jednak doktadny
mechanizm inhibicji nie zostal jeszcze poznany. Sugeruje sie, ze zwigzki fenolowe moga
wigza¢ si¢ z btong komorkowa, zmieniajac stosunek biatek do lipidéw blonowych,
uposledzajgc w ten sposob jej funkcje. Zwigzki fenolowe sg metabolizowane przez S. cerevisiae
do form mniej toksycznych, gldwnie alkoholowych (Jonsson i in., 2013). Nalezy zwrocié
uwage na fakt, iz produkty uboczne obrébki wstepnej lignocelulozy nigdy nie wystepuja
pojedynczo, a dodatkowo potwierdzono zachodzenie synergii w toksycznym oddziatywaniu
wigkszej liczby tych inhibitoréw. Jednoczesne wystgpowanie kwasu octowego i furfuralu
powoduje wzmocnienie efektu toksycznego, przejawiajgcego si¢ obnizong produkcjg biomasy
drozdzy. Wystgpowanie w medium hodowlanym oprécz furfuralu réwniez waniliny wzmaga
stres oksydacyjny wywotany obecnoscig furfuralu oraz intensyfikuje fragmentacje
mitochondriow (Nguyen i in., 2014). W celu zmniejszenia negatywnego wpltywu produktow
ubocznych na aktywno$¢ metaboliczng drozdzy stosuje si¢ rozne metody detoksykacji
hydrolizatow celulozowych, pozwalajace na usuniecie substancji toksycznych (ekstrakcja w
uktadzie ciecz-ciecz oraz ciecz-ciato state, podgrzewanie i destylacja) lub zmniejszenie
toksycznosci produktow ubocznych poprzez zobojetnienie, enzymatyczng lub chemiczng
modyfikacj¢ (np. redukcje) (Jonsson i in., 2013).

Aktualny rozwoj badah nad efektywnoscia biokonwersji hydrolizatow celulozowych w trakcie
fermentacji alkoholowej, dotyczy gtownie podatnosci nowych zrodet lignocelulozy na
degradacj¢ enzymatyczng i fermentacje oraz oceny skutecznosci metod obrobki wstepnej i jej
wplywu na aktywno$¢ metaboliczng drozdzy wykorzystywanych w trakcie procesow
fermentacyjnych. W swoich badaniach nad aktywno$cig metaboliczng drozdzy w biokonwersji
celulozowych podlozy fermentacyjnych skupilem si¢ witasnie nad oceng nowego zrddla
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biomasy lignocelulozowej, w postaci frakcji statej wywaru gorzelniczego, po obrobce wstepnej
przy wykorzystaniu rozcienczonych kwaséw i hydrotropdw, w warunkach podwyzszonego
ci$nienia, uzyskiwanego przy uzyciu ogrzewania konwencjonalnego oraz promieniowania
mikrofalowego.

Jednym z odpadow przemystu fermentacyjnego jest wywar gorzelniczy, powstajacy przy
produkcji etanolu z surowcow skrobiowych tj. ziarna zb6z lub kukurydzy. Wywar gorzelniczy
to ptynna pozostato$¢ po oddestylowaniu etanolu z zacieru po fermentacji, zawierajaca od 7 do
20% suchej masy, w sktad ktorej wchodzi glownie widkno, biatka, ttuszcz, niezhydrolizowana
skrobia oraz martwe komorki drozdzy. Wywar gorzelniczy powstaje w ilosci ok. 7-10 litrow
na kazdy litr wytworzonego etanolu (Kim i in., 2016; Wilkie i in., 2000). Jednym ze sposobow
zagospodarowania wywaru gorzelniczego jest jego bezposrednie przeznaczenie na pasze dla
zwierzat hodowlanych, gtownie bydta, jednak z uwagi na niskg zawarto$¢ suchej masy
I kalorycznos$¢ sposob ten jest aktualnie coraz rzadziej stosowany. Wzrasta znaczenie wywaru
jako paszy dla zwierzat, poddanego rozdzieleniu na frakcje stalg i cieklg. Nastepnie po
wysuszeniu frakcji statej taczy si¢ ja ponownie z odciekiem ale poddanym zat¢zeniu. W ten
sposoOb otrzymywany jest produkt o nazwie DDGS (ang. Dried Distillers Grains with Solubles).
Alternatywnym sposobem zagospodarowania wywaru gorzelniczego jest poddanie go
fermentacji metanowej (Wilkie i in., 2000). W dotychczas opublikowanych wynikach badan
nie oceniano frakcji statej wywaru gorzelniczego jako substratu do otrzymywania hydrolizatow
celulozowych 1 ich podatnosci na procesy biokonwersji.

Uzyskanie podatnej na hydrolize enzymatyczng lignocelulozy, wigze si¢ z koniecznoS$cig
przeprowadzenia obrobki wstepnej, odpowiedniej dla danego rodzaju biomasy roslinnej. Jedna
z mnajczescie] stosowanych metod obrobki wstepnej biomasy lignocelulozowej jest
zastosowanie rozcienczonych kwaséw, w warunkach podwyzszonego ci$nienia uzyskiwanego
w wyniku ogrzewania konwencjonalnego. Metoda ta jest uwazana za stosunkowo tanig
i ekonomicznie optacalng. Mozna w niej zastosowaé rozne kwasy nicorganiczne (kwas
siarkowy, chlorowodorowy, azotowy, fosforowy), jednak najczesciej, z uwagi na niska cene
i wysokg efektywno$¢ w degradacji hemiceluloz i innych sktadnikéw biomasy uzywany jest
kwas siarkowy (Liu i in., 2016; Yang i in., 2013). Obrobka wst¢pna z wykorzystaniem
rozcienczonego kwasu siarkowego, oprocz korzysci w postaci hydrolizy hemicelulozy do
ksylozy, arabinozy, galaktozy, mannozy i czgsciowej degradacji celulozy, moze powodowaé
roOwniez powstawanie zwigzkoéw identyfikowanych jako inhibitory fermentacji. Wykorzystanie
obrobki wstepnej z zastosowaniem rozcienczonych kwaséw musi by¢ jednak poprzedzone
doborem i optymalizacja warunkow procesowych tj. temperatury, czasu ekspozycji oraz
stezenia kwasu, w celu okreslenia wpltyw zastosowanych parametrow na efektywno$¢ obrobki
wstepnej, okreslang na podstawie skutecznosci hydrolizy enzymatycznej celulozy (Noureddini
i Byun, 2010). Alternatywnym sposobem ogrzewania biomasy w trakcie obrobki wstepnej
moze by¢ zastosowanie promieniowania mikrofalowego o czestotliwosci od 0,3 do 300 GHz.
Podgrzewanie z wykorzystaniem mikrofal jest bardziej efektywne energetycznie w poréwnaniu
z konwencjonalnym podgrzewaniem, gdyz nie polega na wymianie ciepta pomig¢dzy osrodkiem
a elementem grzejnym, ale powoduje wzrost temperatury w caltej objetosci ogrzewanego
osrodka w efekcie rotacji dipoli w polu elektromagnetycznym. Daje to wymierne korzysci tj.
krotszy czas ogrzewania oraz mozliwo$¢ prawie natychmiastowego rozpoczecia i zakonczenia
procesu. Z drugiej strony specyfika promieniowania mikrofalowego, moze prowadzi¢ do
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powstawania stref o duzo wyzszej temperaturze tzw. miejsc przegrzania (ang. hotspots),
mogacych stwarza¢ warunki  sprzyjajace dehydratacji weglowodanéw 1 powodowaé
powstawanie m. in. furfuralu oraz 5-HMF (Asomaning i in., 2018; Bundhoo, 2018). W trakcie
obrébki mikrofalowej obserwuje si¢ oprocz efektu termalnego (podgrzewanie biomasy i wzrost
ci$nienia) rowniez zjawisko nietermalne, be¢dace skutkiem oscylacyjnego ruchu dipoli,
prowadzace do rozrywania wigzan wodorowych pomigdzy wioknami celulozowymi. W celu
intensyfikacji degradacji poszczegdlnych sktadnikéw biomasy lignocelulozowej stosuje si¢
promieniowanie mikrofalowe potaczone =z wuzyciem rozcienczonych kwaséw oraz
podwyzszonego cisnienia. W takich warunkach uzyskuje si¢ efekty obejmujace czgSciowa
degradacj¢ celulozy w podwyzszonej temperaturze, hemicelulozy w srodowisku stabych
kwasoéw oraz lignin w podwyzszonym cisnieniu i temperaturze (Bundhoo, 2018). Zabiegiem
dodatkowo zwigkszajagcym podatnos¢ lignocelulozy na hydrolize¢ enzymatyczng jest usunigcie
substancji hydrofobowych, ograniczajacych dostepnos¢ widkien celulozowych dla czynnikow
hydrolitycznych, czyli delignifikacja. Wsrdd czynnikéw delignifikujacych coraz wigkszym
uznaniem cieszg si¢ substancje zmniejszajace napigcie powierzchniowe 1 zwigkszajace
rozpuszczalnos¢ substancji  hydrofobowych tj. ligniny, do ktorych =zaliczy¢ mozna
rozpuszczalniki organiczne, ciecze jonowe oraz hydrotropy (Wang i in., 2013; Yu i in., 2011).
W badaniach wtasnych skupitem si¢ nad mozliwoscia wykorzystania hydrotropow
w warunkach  podwyzszonego ciSnienia uzyskiwanego z uzyciem = ogrzewania
konwencjonalnego 1 mikrofalowego w trakcie obrobki wstepnej biomasy wywarow
gorzelniczych. Hydrotropy to matoczgsteczkowe sole sodowe lub potasowe z podstawiong
grupg alkilowg kwasu benzoesowego lub arylosulfonowego o budowie amfifilowej, dzigki
czemu wykazuja zdolno$¢ do obnizania napigcia powierzchniowego podobnie jak surfaktanty.
Jednak w odroznieniu od surfaktantow, czasteczki hydrotropow charakteryzujg sig
wystepowaniem mniejszych fragmentow hydrofobowych 1 nie wykazuja zdolnosci
samoagregacji w micele (Devendra i in., 2016; Olsson i in., 2019). Najbardziej efektywnymi
hydrotropami sg ksylenosulfonian sodu (ang. sodium xylene sulfonate, Na-XS) oraz
kumenosulfonian sodu (ang. sodium cumene sulfonate, NaCS). Uzycie tych zwigzkéw
umozliwia redukcje zawartosci lignin w biomasie roslinnej w zaleznos$ci od jej pochodzenia
0 ok. 38% w przypadku widréw eukaliptusa oraz o ok. 47% przy uzyciu mieszaniny wiorow
bukowych i brzozowych (Mou i Wu, 2016; Olsson i in., 2019). Bardzo istotnym aspektem
uzycia hydrotropéw w procesie ekstrakcji lignin z biomasy lignocelulozowej jest mozliwos¢
odzysku substancji rozpuszczonych poprzez rozcienczenie roztworu hydrotropu, ktory moze
by¢ ponownie uzyty po zatezeniu (Devendra i Pandey, 2016). Delignifikacja hydrotropowa
najskuteczniej zachodzi w warunkach podwyzszonego ci$nienia i czgsto musi by¢ taczona
Z pozniejsza obrobka wstepna W srodowisku rozcienczonych kwasow, co oprdcz obnizenia
udziatu lignin, umozliwia tez uzyskanie wysokiego st¢zenia glukozy w wyniku hydrolizy
enzymatycznej celulozy (Devendra i in., 2016).

4.3.2. Hipotezy badawcze i cele badan
W $wietle przedstawionych powyzej zagadnien zasadne byto podjecie badan, ktorych celem

byla ocena aktywno$ci metabolicznej drozdzy S. cerevisiae w trakcie procesu fermentacji
alkoholowej hydrolizatow celulozowych uzyskanych z biomasy wywardw gorzelniczych
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(zytniego, pszenicznego 1 kukurydzianego) po obrobce wstepnej z uzyciem rozcienczonego
kwasu siarkowego lub kumenosulfonianu sodu w zmiennych warunkach procesowych przy
zastosowaniu ogrzewania konwencjonalnego i mikrofalowego. W ramach przedstawionego
osiggnigcia naukowego weryfikowano nastepujace hipotezy badawcze:

H1.

H2.

H3.

H4.

Hydrolizaty celulozowe uzyskane z biomasy wywardéw gorzelniczych zawierajg
sktadniki troficzne umozliwiajgce uzyskanie wysokiej aktywnosci metabolicznej
drozdzy S. cerevisiae, gwarantujacej catkowita konwersje¢ cukrow fermentujacych na
etanol.

Wystepowanie inhibitorow fermentacji w hydrolizatach celulozowych uzyskanych
Z biomasy wywarow gorzelniczych wptywa na aktywnos$¢ metaboliczng drozdzy oraz
generuje stres toksyczny.

Optymalizacja warunkoéw obrobki wstepnej biomasy wywarow gorzelniczych ma
Kluczowe znaczenie dla efektywnej hydrolizy polisacharydow strukturalnych oraz
biokonwersji cukréow fermentujacych zawartych w hydrolizatach do etanolu
celulozowego.

Skuteczna delignifikacja biomasy wywardéw gorzelniczych umozliwia uzyskanie
hydrolizatow celulozowych o wysokiej zawartosci cukrow fermentujacych oraz
przeprowadzenie efektywnej fermentacji alkoholowej z uzyciem drozdzy
S. cerevisiae.

W celu weryfikacji postawionych hipotez w kolejnych etapach badan zaplanowano realizacje
nastepujacych celow szczegotowych:

C1.

C2.

C3.

C4.

C5.

Ocena wptywu warunkéw obrobki wstepnej biomasy wywarow gorzelniczych na
podatnos¢ celulozy na hydrolize enzymatyczng oraz powstawanie inhibitorow
metabolizmu komoérkowego drozdzy.

Wplyw wystepowania produktow ubocznych obrobki wstepnej biomasy na aktywnos$¢
fermentacyjng oraz reakcje metaboliczng drozdzy S. cerevisiae.

Ocena redukcji negatywnego oddziatywania inhibitoréw metabolizmu komérkowego
drozdzy, poprzez przeprowadzenie efektywnej detoksykacji hydrolizatow uzyskanych
z biomasy wywarow gorzelniczych.

Ocena przydatnosci biomasy wywarow gorzelniczych poddanej r6znym rodzajom
obrobki wstepnej do efektywnej biokonwersji z uzyciem drozdzy S. cerevisiae.
Ocena aktywno$ci metabolicznej drozdzy w trakcie fermentacji alkoholowej podtozy
0 wysokiej zawartosci cukrow fermentujacych uzyskanych na bazie hydrolizatow
celulozowych z biomasy wywaréw gorzelniczych.

4.3.3. Omowienie uzyskanych wynikéw badan

Publikacja 4.2.1.: Mikulski D., Klosowski G. 2018. Efficiency of dilute sulfuric acid

pretreatment of distillery stillage in the production of cellulosic ethanol. Bioresource
Technology, 268, 424-433.

Pierwsze prace badawcze (publikacja 4.2.1.) nad oceng aktywnosci fermentacyjnej drozdzy na
hydrolizatach celulozowych uzyskanych z wywardéw gorzelniczych prowadzono z udzialem
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biomasy po obrobce wstepnej z uzyciem rozcienczonego kwasu siarkowego, w warunkach
podwyzszonej temperatury uzyskiwanej przy zastosowaniu ogrzewania konwencjonalnego.
Ten sposob obrobki wstepnej jest stosunkowo najlepiej opisany w literaturze, dlatego
wykorzystano go do pierwszych badan, na calkowicie nowym surowcu jakim byla biomasa
wywaru zytniego, pszenicznego oraz kukurydzianego. Celem badan byta ocena przydatnosé
biomasy wywardéw gorzelniczych jako zrédla lignocelulozy w procesie fermentacji
alkoholowej prowadzonej z uzyciem S. cerevisiae, ktora zostata poprzedzona badaniami
obejmujacymi charakterystyke lignocelulozy (okreslenie zawartosci celulozy, hemicelulozy
oraz lignin), dobor warunkéw obrébki wstepnej oraz hydrolizy enzymatycznej celulozy.
Badania pozwolity na wykazanie istotnych réznic pod wzgledem zawartosci celulozy,
hemicelulozy oraz lignin w biomasie wywaréw rdznego pochodzenia. Najwyzszg zawarto$¢
celulozy (32,2+1,4% SM — suchej masy) oraz najnizszg zawarto$¢ hemicelulozy i lignin
sposrdd analizowanych wywarow, stwierdzono we frakcji stalej wywaru kukurydzianego.
Proby wywaru zytniego 1 pszenicznego charakteryzowaly si¢ zblizong zawartoscig celulozy
w przedziale 16,8-18,6% SM oraz podobng zawartos$cig hemicelulozy na poziomie od 29,6 do
34,1% SM. W celu okreslenia wplywu warunkow obrobki wstepnej na ilo§¢ uwalnianej
z biomasy glukozy oraz podatnos¢ biomasy na hydroliz¢ enzymatyczng z uzyciem celulaz,
zastosowano kwas siarkowy w stezeniu 0,1 oraz 0,2 M, temperature 121 lub 131°C w czasie 30
lub 60 minut. Badania wykazaty wyrazny wplyw zmiennych warunkow obrobki wstepnej na
ilos¢ uzyskiwanej glukozy w wyniku samej obrobki wstepnej. Jednak zmienne warunki
realizacji tego etapu obrobki surowca nie mialy juz tak wyraznego wplywu na zmiang
podatno$ci celulozy na hydrolize enzymatyczng. Najwyzsze stezenie glukozy w wyniku
hydrolizy enzymatycznej celulozy stwierdzono dla biomasy wywaru Zytnie oraz pszenicznego
na poziomie 136-140 mg/g SM po obrobce wstepnej z uzyciem 0,2 M H2SOs w temperaturze
121°C w czasie 60 minut, natomiast dla biomasy wywaru kukurydzianego na poziomie
223,2+2,4 mg/g SM po obrobce wstepnej z uzyciem 0,2 M HoSOs4 w temperaturze 131°C
w czasie 60 minut. Optymalne warunki obrobki wstepnej zostaly wykorzystane w trakcie
przygotowywania podtozy fermentacyjnych. Zastosowanie zat¢zania hydrolizatow pod
obnizonym ci$nieniem, w celu uzyskania podtozy fermentacyjnych o podwyzszonej zawartosci
weglowodanow, skutkowato podwyzszonym stezeniem 5-HMF odpowiednio w podtozach
Z biomasy wywaru pszenicznego na poziomie 0,12 g/, wywaru zytniego na poziomie 0,25 g/l
oraz wywaru kukurydzianego na poziomie 0,46 g/l. Uzyskane stezenie 5-HMF w podtozach z
wywarOw pszenicznego i zytniego nie spowodowalo ograniczenia aktywno$ci metabolicznej
drozdzy, co przejawialo si¢ pelng biokonwersja glukozy na etanol w czasie 48 godzin
fermentacji. Dodatkowo, w podtozu uzyskanym z wywaru pszenicznego zaobserwowano
catkowita redukcje stgzenia 5S-HMF w trakcie fermentacji, a w podlozu z wywaru zytniego
stezenie tego zwigzku zmniejszylto si¢ o 0,17 g/l, co wskazuje na aktywno$¢ dehydrogenazy
alkoholowej odpowiadajacej za redukcj¢ tego zwiazku do formy alkoholowej. Jednak wyzsze
stezenie tego produktu dehydratacji glukozy, obserwowane w podiozu z biomasy wywaru
kukurydzianego, powodowato zahamowanie aktywno$ci fermentacyjnej drozdzy i niepelne
odfermentowanie glukozy, nawet w czasie 72 godzin fermentacji. Wymusito to zastosowanie
detoksykacji w postaci ekstrakcji z uzyciem wegla aktywnego w celu zmniejszenia st¢zenia 5-
HMF w podtozu fermentacyjnym. Uzyskane w wyniku detoksykacji obniZone stezenie 5S-HMF
(0,17 g/l) ograniczyto negatywne oddziatywanie tego zwiazku na metabolizm drozdzy, co
przejawiato si¢ dalsza redukcja stezenia 5S-HMF i petng biokonwersja glukozy do etanolu w 48
godzinach trwania fermentacji. Wysoka aktywnos$¢ metaboliczna drozdzy przetozyla si¢ na
wysoki poziom biokonwersji, co prowadzito do uzyskania w podtozu z biomasy wywaru
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kukurydzianego po detoksykacji stezenia etanolu na poziomie 35,44+1,45 g/l. Uzyskane
rezultaty badan umozliwity weryfikacje hipotez H1 1 H2 oraz potwierdzity celowosé
wykorzystania wywardéw gorzelniczych po obrobce wstepnej z uzyciem rozcienczonego kwasu
siarkowego 1 podwyzszonej temperatury jako substratu w procesie otrzymywania etanolu
celulozowego. Jednak uzyskanie wysokiej aktywno$ci metabolicznej drozdzy wymaga
w przypadku wywaru kukurydzianego zastosowania procesu detoksykacji.

Publikacja 4.2.2.: Mikulski D., Klosowski G., Menka A., Koim-Puchowska B. 2019.
Microwave-assisted pretreatment of maize distillery stillage with the use of dilute sulfuric
acid in the production of cellulosic ethanol. Bioresource Technology, 278, 318-328.

oraz

Publikacja 4.2.3.: Mikulski D., Klosowski G. 2020. Microwave-assisted dilute acid
pretreatment in bioethanol production from wheat and rye stillages. Biomass and
Bioenergy, 136, 105528.

Kolejnym etapem badan byto wykorzystanie rozcienczonego kwasu siarkowego w potaczeniu
z promieniowaniem mikrofalowym do obrobki wstepnej biomasy wywaru pszenicznego,
zytniego oraz kukurydzianego i ocena efektywnoS$ci zaproponowanego sposobu przygotowania
surowca w procesie fermentacji alkoholowej. Uzyskane wyniki badan zostaty zaprezentowane
w dwoch publikacjach (4.2.2. oraz 4.2.3.). W badaniach wykorzystano kwasowg obrobke
wstepng, jednak z uwagi na wyniki zaprezentowane we wczesniejszej publikacji (4.2.1.)
i lepszg skuteczno$¢ wyzszego stezenia kwasu siarkowego W obrdbce wstepnej biomasy,
w badaniach zastosowano ten zwigzek w stezeniu 0,2 M. Pierwsze badania, wykorzystujace
promieniowanie mikrofalowe, obejmowaty uzycie biomasy wywaru kukurydzianego
(publikacja 4.2.2.) w zmiennych warunkach obrobki wstepnej. Analizowano wptyw mocy
generatora mikrofal (300, 600, 1200 W), cisnienia (54, 93, 152 PSI) oraz czasu obrdbki
wstepnej (10, 15, 20 minut) na skuteczno$¢ degradacji biomasy oraz jej podatnos$¢ na dalszg
hydroliz¢ z uzyciem enzymow celulolitycznych. Badania wykazatly brak istotnego statystycznie
wplywu mocy generatora mikrofal na ilo$¢ uzyskiwanej glukozy bezposrednio po obrobce
wstepnej biomasy wywaru gorzelniczego. Natomiast najwyzszg efektywnos¢ hydrolizy
enzymatycznej celulozy po 24 godzinach procesu na poziomie 75,8+0,9% uzyskano przy mocy
generatora mikrofal na poziomie 300 W, ci$nieniu 54 PSI w czasie 15 minut obrobki wstepnej.
Stwierdzono rowniez, ze wraz ze wzrostem cis$nienia podczas obrobki wstepnej, obniza si¢
podatno$¢ celulozy na hydroliz¢ enzymatyczna, co skutkuje uzyskiwaniem nizszego st¢zenia
glukozy (nawet o 100 mg/g SM) powstatej w efekcie hydrolizy celulozy. Wykorzystanie
ci$nienia na poziomie 152 PSI obniza ilos¢ pozostatych cukrow uzyskiwanych w wyniku
obrobki wstepnej tj. galaktozy i ksylozy oraz arabinozy, co jest zwigzane z wystgpowaniem
zjawiska dehydratacji weglowodandow do toksycznych produktéw ubocznych obrobki
wstepnej. Zastosowanie podwyzszonego cisnienia powoduje Wzrost stgzenia kwasu
lewulinowego (do wartosci ok. 25 mg/g SM), 5-HMF (do wartosci ok. 15 mg/g SM) oraz
furfuralu (do wartosci ok. 21 mg/g SM). W kolejnych etapach badan nad wykorzystaniem
biomasy wywaru kukurydzianego jako surowca w procesie biosyntezy etanolu celulozowego,
wykorzystano mikrofalowa obrobke wstepna gwarantujaca uzyskanie najwyzszego stezenia
glukozy w wyniku hydrolizy enzymatycznej. Badania obejmowaty w pierwszej kolejnosci
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dobor wybranych warunkéw fermentacji, czyli dawke drozdzy oraz stgzenie biomasy w
podtozu fermentacyjnym. Niezaleznie od uzytego stezenia biomasy (70, 140, 210 g/1) catkowita
biokonwersje glukozy do etanolu po 24 godzinach fermentacji uzyskiwano nawet przy
najnizszej dawce drozdzy na poziomie 2 g/l. Dalsze badania dotyczace aktywnosci
metabolicznej drozdzy w trakcie fermentacji alkoholowej podlozy uzyskanych w wyniku
zat¢zenia hydrolizatow celulozowych z biomasy wywaru kukurydzianego po obrobce wstepnej,
prowadzono w zoptymalizowanych warunkach. Z uwagi na stwierdzone podwyzszone st¢zenie
5-HMF w wyniku zat¢zania podloza hodowlanego, proby fermentacyjne prowadzone byty
réwniez z uzyciem podtozy suplementowanych (dodatek zwigzkoéw mineralnych oraz ekstraktu
drozdzowego) oraz po detoksykacji z uzyciem wegla aktywnego. Wystepowanie 5-HMF
w stezeniu 1,3 g/l powodowato zmniejszong aktywno$¢ metaboliczng drozdzy w pierwszych
24 godzinach fermentacji alkoholowej, co przejawialo si¢ obnizonym tempem biokonwersji
glukozy do etanolu. Zastosowanie suplementacji podtoza fermentacyjnego nie miato wplywu
na tempo asymilacji glukozy oraz redukcje¢ stg¢zenia 5S-HMF w porownaniu do podiloza bez
suplementacji, jednak ograniczyto produkcje kwasu octowego przez drozdze o ok. 0,2 g/l oraz
zwigkszyto asymilacje galaktozy i ksylozy o ok. 2,5 g/l. Natomiast uzycie wegla aktywnego
w celu detoksykacji podtoza fermentacyjnego obnizyto poczatkowe stezenie 5-HMF o ok. 1
g/1, co przetozylo si¢ na wyzsza aktywnos¢ fermentacyjng drozdzy w pierwszych 24 godzinach
fermentacji. Badania potwierdzity wptyw 5-HMF na wydluzenie fazy lag w trakcie cyklu
rozwojowego drozdzy S. cerevisiae (Tian i in., 2009). Zastosowanie suplementacji lub
detoksykacji podtozy fermentacyjnych uzyskanych z biomasy wywaru kukurydzianego po
mikrofalowej obrébce wstgpnej miato istotny statystycznie wpltyw na aktywnos$¢ fermentacyjng
drozdzy, co umozliwilo uzyskanie wyzszego koncowego stgzenia etanolu o ok. 2 g/l oraz
wyzszej wydajnosci fermentacji o ok. 5% w stosunku do wariantu kontrolnego.

Dalsze badania nad mozliwos$cig wykorzystania mikrofalowej obrobki wstepnej z uzyciem 0,2
M kwasu siarkowego jako sposobu przygotowania biomasy lignocelulozowej do procesow
biokonwersji z uzyciem S. cerevisiae prowadzono z uzyciem wywaru pszenicznego oraz
zytniego i przy wykorzystaniu mocy generatora mikrofal na poziomie 300 W (publikacja
4.2.3.). Podobnie jak w przypadku biomasy wywaru kukurydzianego, warunkami mikrofalowej
obrobki wstepnej biomasy wywaru pszenicznego 1 zytniego gwarantujagcymi uzyskanie
najwyzszego stezenia glukozy byto cisnienie 54 PSI oraz czas 15 minut. W tych badaniach
zwrocono szczegdlng uwage na wplyw produktow ubocznych powstajacych w wyniku
mikrofalowej obrobki wstepnej prowadzonej w zle dobranych warunkach na aktywnos$¢
fermentacyjng drozdzy. Badania fermentacyjne obejmowaly przygotowanie podlozy
hodowlanych w dwoch wariantach tj. zawierajacych wysokie stezenie we¢glowodandéw oraz
zawierajacych wysokie stezenie inhibitoréw fermentacji. W tym celu przygotowano podioze
fermentacyjne z biomasy poddanej mikrofalowej obrobce wstepnej w warunkach
gwarantujacych wysoka podatnos¢ celulozy na hydroliz¢ enzymatyczng 1 ograniczone
powstawanie inhibitorow fermentacji oraz z biomasy po obrobce wstgpnej w podwyzszonym
cisnieniu (152 PSI), co sprzyjato dehydratacji glukozy i powstawaniu kwasu lewulinowego
oraz 5-HMF. Wystepowanie produktéw dehydratacji cukréw w podlozach fermentacyjnych
znaczacO ograniczyto aktywnos$¢ fermentacyjng drozdzy. W podlozu z biomasy wywaru
pszenicznego zawierajacym podwyzszone stezenie inhibitorow, koncowe stezenie etanolu
wynosito jedynie ok. 2 g/l. W podlozach z biomasy wywaru zytniego zaobserwowano
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praktycznie catkowite zahamowanie procesow fermentacyjnych przez pierwsze 48 godzin
W obecno$ci podwyzszonego stezenia S-HMF. Dopiero pomigdzy 48 a 72 godzing fermentacji
nastepowat wzrost stezenia etanolu do poziomu ok. 6,5 g/l oraz wzmozona redukcja st¢zenia
5-HMF. Takie wyniki byty wskazaniem do wdrozenia procesu detoksykacji i oceny aktywnosci
metabolicznej drozdzy w podtozach o obnizonej zawartosci inhibitorow fermentacji.
Zastosowanie wegla aktywnego w dwoch dawkach (5 oraz 10 g/100 g biomasy) umozliwito
redukcje poczatkowego stezenia inhibitorow metabolizmu komoérkowego drozdzy do poziomu
umozliwiajgcego zachowanie wysokiej aktywnosci fermentacyjnej drozdzy i uzyskanie
wysokiego poziomu biokonwersji glukozy na etanol. Maksymalne st¢zenie etanolu
w podtozach po detoksykacji stwierdzono po 48 godzinach, w przypadku wywaru zytniego oraz
po 72 godzinach przy wykorzystaniu wywaru pszenicznego. Badania potwierdzity konieczno$é
optymalizacji warunkow mikrofalowej obrobki wstepnej z uzyciem roztworu kwasu
siarkowego w celu ograniczenia wystgpowania inhibitorow procesow fermentacyjnych.
W sytuacji wystepowania podwyzszonego ste¢zenia substancji toksycznych bedacego efektem
zle dobranych warunkow obrdobki wstepnej, istnieje mozliwos¢ ograniczenia ich oddzialywania
na komorki drozdzy poprzez zastosowanie detoksykacji z uzyciem wegla aktywnego.
Zrealizowane badania zaprezentowane w obu publikacjach (4.2.2. oraz 4.2.3.) umozliwity
weryfikacj¢ hipotez badawczych H1, H2 oraz H3 1 wskazaly na koniecznos$¢ oceny aktywnosci
fermentacyjnej drozdzy w podiozach celulozowych zawierajacych podwyzszone st¢zenie
inhibitorow metabolizmu komorkowego. Kluczowy jest zatem dobor warunkow mikrofalowe;
obrobki wstepnej biomasy lignocelulozowej w celu ograniczenia powstawania inhibitorow
fermentacji. Wykazano réwniez, ze hydrolizaty uzyskane z biomasy wywaréw gorzelniczych
sg komplementarnymi podiozami fermentacyjnymi, ktore gwarantuja wysoki poziom
biosyntezy etanolu przy ograniczonym wystgpowaniu produktéw dehydratacji cukrow,
a zwigkszona ich i1los¢ moze zosta¢ usunigta poprzez skuteczny proces detoksykacji.

Publikacja 4.2.4.: Mikulski D., Klesowski G. 2020. Hydrotropic pretreatment on distillery
stillage for efficient cellulosic ethanol production. Bioresource Technology, 300, 122661.

Wykorzystanie kumenosulfonianu sodu (NaCS) jako hydrotropu umozliwiajacego ekstrakcje
sktadnikow biomasy wywardw gorzelniczych i ocena ich przydatnosci jako substratow
W otrzymywaniu etanolu celulozowego byto przedmiotem dalszych badan (publikacja 4.2.4.).
Ekstrakcje sktadnikow biomasy wywaru pszenicznego, zytniego oraz Kkukurydzianego
prowadzono w zmiennych warunkach temperaturowych (od 40 do 80°C), stezenia NaCS (od 5
do 20% v/v) w czasie od 1,5 do 6,0 godzin, przy réznym stopniu rozdrobnienia czastek wywaru
(<1,0 mm oraz >2,8 mm). Najwyzszy poziom ekstrakcji sktadnikow biomasy analizowanych
wywarow gorzelniczych uzyskano przy rozmiarach czastek ponizej 1,0 mm oraz temperaturze
80°C, 20% v/v NaCS w czasie 3 godzin. Uzyskane rezultaty, dotyczace wzrastajacego poziomu
ekstrakcji sktadnikéw biomasy wraz z rosnacg temperatura, staty sie¢ impulsem do dalszych
badan nad wykorzystaniem ekstrakcji z uzyciem NaCS w podwyzszonej temperaturze tj. 121
i 131°C. Zastosowanie podwyzszonej temperatury umozliwito uzyskanie najwyzszego
poziomu ekstrakcji sktadnikow biomasy wywardw na poziomie wynoszacym OK. 25%
w przypadku wywaru zytniego i kukurydzianego oraz ok. 36% dla wywaru pszenicznego.
Biomasa wywardw charakteryzujaca si¢ najwyzszym poziomem ekstrakcji z uzyciem NaCS
postuzyta do dalszych badan nad mozliwoscia jej wykorzystania jako substratu do
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przygotowania podlozy fermentacyjnych. Zastosowanie podwyzszonej temepratury ekstrakcji
z wykorzystaniem hydrotropu, miatlo wplyw na zawartos¢ podstawowych skladnikow
lignocelulozy. Niezaleznie od rodzaju wywaru, w wyniku uzycia NaCS w podwyzszone]
temperaturze zaobserwowano wzrost zawartosci celulozy o ok. 1-2% SM oraz hemicelulozy
ook. 1,5-5% SM. Wyzsza zawarto$¢ celulozy oraz hemicelulozy w biomasie po obrobce
wstepnej jest efektem ekstrakcji sktadnikow biomasy w trakcie procesu obrobki wstepnej, CO
przektada si¢ na wzglgdny wzrost zawartosci tych polisacharydow przy wykorzystaniu statej
nawazki analitycznej wykorzystywanej do jego oznaczania (Ziaei-Rad i in., 2021). Uzyskana
w wyniku ekstrakcji z uzyciem NaCS biomasa wywardéw gorzelniczych zostata poddana
obrébce wstepnej z uzyciem 0,2 M kwasu siarkowego w podwyzszone] temperaturze oraz
hydrolizie enzymatycznej celulozy. Uzyskane hydrolizaty zostaly wykorzystane jako podioza
fermentacyjne. Zastosowana metodologia badan pozwolita uzyska¢ podtoza fermentacyjne
zawierajace stosunkowo wysokie stezenia glukozy (nawet 63,5 g/l w przypadku podioza
z wywaru kukurydzianego po ekstrakcji NaCS) bez wykorzystania zatgzania pod obnizonym
cisSnieniem. Wszystkie podioza uzyskane z biomasy po ekstrakcji z uzyciem NaCS
charakteryzowaly si¢ wyzszym poczatkowym stezeniem glukozy (1,5-2 g/l dla podtozy
Z wywardw zytnich 1 pszenicznych oraz ok. 7,5 g/l dla podtoza z wywaru kukurydzianego) oraz
galaktozy i ksylozy. Hydrolizaty uzyskane z biomasy wywardéw po ekstrakcji z uzyciem NaCS
oraz poOzniejszej kwasowej obrobce wstepnej stanowily komplementarne podtoza
fermentacyjne, w ktorych niemal catkowita asymilacja glukozy zostata osiggnicta juz po 48
godzinach fermentacji. Wysoka aktywno$¢ metaboliczna drozdzy znajduje rowniez
odzwierciedlenie w tempie biosyntezy etanolu, ktorego stezenie w podtozu fermentacyjnym
uzyskanym z biomasy wywaru kukurydzianego po ekstrakcji NaCS wynosito w 72 godzinie
30,84+0,41 g/l. Redukcji ulega natomiast stezenie produktow ubocznych obrébki wstepnej
lignocelulozy. W wyniku aktywnosci drozdzy, catkowitej redukcji ulega stezenie 5-HMF juz
w 48 godzinie fermentacji. Natomiast stezenie zwigzkow fenolowych tj. waniliny, aldehydu
syryngowego oraz kwasu ferulowego, bedacych efektem depolimeryzacji lignin, ulega
nieznacznemu zmniejszeniu od 2 do 18 mg/l w trakcie trwania calego procesu fermentacji
alkoholowej. Uzyskane rezultaty badan wskazujg na przydatnos¢ wykorzystania hydrotropu
w postaci NaCS do obrobki wstepnej biomasy wywardow gorzelniczych wykorzystywanych
w procesach fermentacyjnych. Istotnym jest rOwniez fakt, ze zastosowanie ekstrakcji z uzyciem
NaCS nie ma negatywnego wpltywu na aktywno$¢ metaboliczng drozdzy oraz nie sprzyja
powstawaniu toksycznych produktow ubocznych obrobki wstepnej. Zaprezentowane
w publikacji 4.2.4. wyniki badan pozwalaja zweryfikowac hipotezy H1 oraz H4, a dodatkowo
stanowig wstep do dalszych badan nad opracowaniem nowej metody obrobki wstepnej
lignocelulozy z wykorzystaniem hydrotropu jako jedynego czynnika delignifikujacego.

Publikacja 4.2.5.: Mikulski D., Klosowski G. 2021. Microwave-assisted hydrotropic
pretreatment as a new and highly efficient way to cellulosic ethanol production from
maize distillery stillage. Applied Microbiology and Biotechnology 105, 3381-3392.

Zaobserwowana we wczesniejszych badaniach, rosngca wraz ze wzrostem ci$nienia
efektywnos$¢ dziatania hydrotropu w ekstrakcji skladnikéw biomasy wywardéw gorzelniczych,
stata si¢ powodem dalszych badan nad jednoczesnym wykorzystaniem kumenosulfonianu sodu
(NaCS) oraz promieniowania mikrofalowego w obrobce wstepnej lignocelulozy.
Przedstawione w publikacji 4.2.5. wyniki badan stanowig kompleksowa charakterystyke
nowoopracowanej metody obrobki wstepnej lignocelulozy, dotychczas nie opisywanej
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w literaturze naukowej. Badania obejmowaty okreslenie wptywu parametrow mikrofalowej
obrobki wstepnej z uzyciem hydrotropu tj. stezenia NaCS (0, 10, 20% v/v), cisnienia (39, 78,
117 PSI) oraz czasu (10, 20, 30 minut) na efektywnos¢ ekstrakcji sktadnikow biomasy wywaru
kukurydzianego oraz sktad uzyskanej lignocelulozy. Okreslona zostala réwniez podatno$é
uzyskanej w wyniku obrobki wstepnej biomasy na hydrolize z uzyciem celulaz. Istotnym
elementem opracowywanej metody obrobki wstepnej byta analiza aktywnos$ci metaboliczne;j
drozdzy w trakcie fermentacji alkoholowej podtozy uzyskanych z biomasy po obrobce wstepne;j
z uzyciem NaCS oraz promieniowania mikrofalowego. Badania wykazaly, ze najwickszy
wplyw na poziom ekstrakcji sktadnikow biomasy mialo ci$nienie oraz stgzenie NaCS. Przy
wykorzystaniu 20% v/v roztworu kumenosulfonianu sodu oraz ci$nieniu 117 PSI, w trakcie
obrobki wstepnej stwierdzono ubytek masy lignocelulozy na poziomie 67%, co przektadato si¢
bezposrednio na najwyzsza obserwowang zawarto$¢ celulozy w biomasie oraz
najefektywniejsza delignifikacje (redukcja zawartosci lignin o ok. 44%). Uzyskana w ten
sposob biomasa charakteryzowata si¢ rowniez wysoka podatnoscig na hydroliz¢ enzymatyczna,
ktorej wydajno$¢ wyniosta nawet ok. 80% przy zastosowaniu st¢zenia biomasy 160 g/l 1 dawce
preparatu celulitycznego 4 FPU (ang. filter paper units)/g biomasy. Biomasa wywaru
kukurydzianego po mikrofalowej obrébce hydrotropowej okazata si¢ zatem Swietnym
surowcem do przygotowania hydrolizatu zawierajacego wysokie stezenie glukozy na poziomie
ok. 80 g/l, uzyskiwane bez koniecznosci zatgzania pod obnizonym cisnieniem. Niezaleznie od
tego, czy podloze fermentacyjne przygotowano z wykorzystaniem wody czy buforu
octanowego, aktywnos¢ metaboliczna drozdzy byta na bardzo wysokim poziomie i umozliwiata
calkowitg asymilacje¢ glukozy juz po 48 godzinach procesu fermentacji. Podtoza hodowlane
otrzymane z biomasy wywaru kukurydzianego po mikrofalowej obrobce hydrotropowej
charakteryzowato bardzo niskie (ponizej progu oznaczalnosci) stezenie furfuralu, 5-HMF,
aldehydu syryngowego, waniliny oraz kwasu ferulowego, co umozliwito uzyskanie wysokiego
poziomu biosyntezy etanolu na poziomie ok. 95% wydajnosci teoretycznej. Uzyskane wyniki
badan jednoznacznie wskazujg na wysoka przydatnos¢ opracowanej metody obrobki wstepnej
biomasy lignocelulozowej do biosyntezy ectanolu celulozowego przy uzyciu drozdzy S.
cerevisiae. Otrzymane rezultaty (publikacja 4.2.5.) pozwalajg na weryfikacje hipotezy H1, H2
oraz H4 1 potwierdzaja koniecznos¢ poszukiwania nowych oraz przyjaznych srodowisku metod
obrobki wstepnej lignocelulozy, ktéorych wykorzystanie sprzyja otrzymywaniu podlozy
fermentacyjnych zawierajacych niskg zawartos$ci inhibitorow metabolizmu komoérkowego
drozdzy. Istotnym jest réwniez opracowanie skutecznej metody delignifikacji biomasy
kukurydzianego wywaru gorzelniczego umozliwiajacej uzyskanie hydrolizatow o wysokiej
podatnosci celulozy na procesy biokonwersji.

Publikacja 4.2.6.: Klosowski G., Mikulski D. 2021. Impact of lignocellulose pretreatment
by-products on S. cerevisiae strain Ethanol Red metabolism during aerobic and anaerobic
growth. Molecules, 26(4), 806.

Uzyskane we wczesniejszych badaniach rezultaty (publikacje 4.2.1., 4.2.2., 4.2.3., 4.2.4.)
dotyczace negatywnego oddziatywania produktow ubocznych powstajacych w trakcie obrobki
wstepnej lignocelulozy na aktywnos$¢ fermentacyjna drozdzy, staty si¢ impulsem do dalszych
badan nad okresleniem wplywu wystepowania tych zwiazkéw jako indykatoréw stresu
toksycznego u drozdzy S. cerevisiae. Ocen¢ wptywu wystepowania produktéw ubocznych
obrobki wstepnej lignocelulozy na metabolizm drozdzy analizowano z udzialem szczepu
Ethanol Red, wykorzystywanego we wszystkich prezentowanych badaniach. Prace
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eksperymentalne zrealizowano na podtozach modelowych w warunkach hodowli tlenowej oraz
fermentacji alkoholowej przy dodatku do podlozy pojedynczych stresorow (kwasu
lewulinowego, furfuralu, 5-HMF, kwasu ferulowego, aldehydu syryngowego oraz waniliny),
jak réwniez mieszaniny tych zwigzkow, w celu oceny nasilenia zjawiska synergii stresorow
toksycznych. Poddano analizie wytwarzanie wewnatrzkomorkowych indykatoréw stresu tj.
trehalozy, ergosterolu, biatek oraz zewnatrzkomoérkowe stezenie kwasu octowego i glicerolu
w funkcji odpowiedzi na wystepowanie stresorow toksycznych. Jednym z aspektéw nowosci,
byta tez proba okreslenia udzialu biatek szoku cieplnego HSP (Hsp 31p oraz Hsp 60)
w specyficznej reakcji komorek drozdzy na wystepowanie substancji toksycznych
powstajacych w wyniku obrébki wstepnej lignocelulozy. Istotne, nie tylko z naukowego ale
rowniez aplikacyjnego wzgledu, byly réwniez rezultaty prezentujace zdolnosci drozdzy do
detoksykacji in situ podtozy hodowlanych w trakcie 72 godzinnej hodowli w rdéznych
warunkach. Stwierdzono, ze odpowiedz komorkowa drozdzy na obecno$¢ substancji,
identyfikowanych jako inhibitory proceséw mikrobiologicznych, wykazuje zalezno$¢ od
warunkow tlenowych lub fermentacyjnych. Obecno$¢ 5-HMF w najwyzszym analizowanym
stezeniu (5704.8+249.3 mg/l) w warunkach tlenowych, indukuje nadprodukcj¢ ergosterolu
i trehalozy. Z kolei w warunkach fermentacji alkoholowej, obserwowano ograniczenie
biosyntezy tych indykatorow stresu srodowiskowego. Uzyty szczep drozdzy jest w stanie,
niezaleznie od warunkoéw hodowli (tlenowych lub fermentacyjnych), metabolizowac
catkowicie 5-HMF, furfural, aldehyd syryngowy oraz waniling. Obecno$¢ w podiozu
hodowlanym aldehydoéw furanowych (w zastosowanym zakresie stezen), dziala stymulujgco na
przebieg fermentacji alkoholowej, mimo niskiego stezenia zrodta wegla. Wskazuje to na
opisywany w literaturze wzrost aktywnosci dehydrogenazy alkoholowej uczestniczacej
w redukcji 5-HMF i furfuralu do substancji mniej toksycznych (Liu, 2011, 2006). Reakcja
komorek drozdzy na obecno$¢ aldehydow furanowych (w zakresie stezen: 5-HMF ok. 1300-
5700 mg/l; furfural ok. 120-1430 mg/l) jest nadprodukcja bialek z grupy Hsp60,
uczestniczacych w kontroli procesow faldowania biatek wewnatrzkomorkowych (Treweek i
in., 2000). Uzyskane rezultaty stanowig wktad w poznanie reakcji komorek drozdzy na stres
srodowiskowy wywolany obecnoscig toksycznych substancji powstajagcych w wyniku obrdobki
wstepnej biomasy lignocelulozowej. Przedstawione ustalenie naukowe moze by¢ pomocne
W optymalizacji parametrow procesowych produkeji etanolu celulozowego, ukierunkowanej na
ograniczenie zjawisk zwigzanych z powstawaniem i oddziatywaniem toksycznym inhibitoréw
fermentacji. Przedstawione wyniki badan (publikacja 4.2.6.) pozwalajg zweryfikowaé
hipoteze H2 1 opisuja w sposob kompleksowy oddziatywanie zwigzkdéw mogacych powstawac
w trakcie obrobki wstepnej lignocelulozy na metabolizm komoérkowy drozdzy. Istotnym jest
réwniez wskazanie nadprodukcji wybranych biatek HSP jako reakcji metabolicznej drozdzy na
stres wywotany wystepowaniem produktéw ubocznych obrébki wstepnej biomasy.

Publikacja 4.2.7.: Mikulski D., Klosowski G. 2022. Integration of first- and second-
generation bioethanol production from beet molasses and distillery stillage after dilute
sulfuric acid pretreatment. BioEnergy Research 15, 454-465.

Ostatnim etapem badan w prezentowanym osiggnieciu naukowym byla ocena aktywnosci
metabolicznej drozdzy na podtozu fermentacyjnym otrzymanym w wyniku potaczenia melasy
buraczanej oraz roztworu po kwasowej obrobce wstgpnej biomasy wywaru gorzelniczego
réznego pochodzenia. Koncepcja badan zaktadata wykorzystanie roztworu po kwasowej
obrébce wstepnej biomasy wywardw jako rozpuszczalnika dla alkalicznej melasy i stanowita
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probe polaczenia sposobodw wytwarzania etanolu paliwowego I i II generacji. Etanol | generacji
otrzymywany jest na drodze fermentacji podtozy zawierajacych sacharoze lub hydrolizaty
skrobiowe, natomiast II generacji wytwarzany jest z podlozy celulozowych. Jedna z koncepcji,
majaca na celu ograniczenie kosztéw produkcji etanolu paliwowego, jest wspolne
wykorzystanie zatozen obu generacji produkcji etanolu. W zaproponowanym rozwigzaniu
wykorzystano roztwor po kwasowej obrobce wstepnej wywarow  gorzelniczych
W podwyzszonej temperaturze jako medium do rozcienczenia alkalicznej melasy buraczanej,
co miato wyeliminowa¢ konieczno$¢ regulacji pH do wartosci optymalnej dla rozwoju drozdzy,
czyli 5,5 1 zwigkszy¢ pule cukrow fermentujacych w podtozu. W wyniku wprowadzenia
zatozen, udato si¢ uzyska¢ podloze fermentacyjne o odpowiednim pH (bez regulacji)
I zwigkszonej zawartosci weglowodanéw na poziomie ok. 190 g/l (wzrost o ok. 10 g/l).
W efekcie, uzyskano dla podtozy otrzymanych w wyniku zmieszania melasy i hydrolizatow
celulozowych wyzsze o ok. 5 g/l stezenie etanolu. Jednoczesne uzycie melasy i roztworu po
obrobce wstepnej lignocelulozy spowodowalo rozcienczenie inhibitorow metabolizmu
komorkowego drozdzy, co przetozylo si¢ na wysoka aktywnos¢ fermentacyjng drozdzy
i uzyskanie 94% wydajnosci w stosunku do teoretycznej. Dodatkowo, chcac podwyzszy¢
stezenie glukozy w podlozu, wprowadzono dodatek enzymu celulitycznego w celu
przeprowadzenia jednoczesnej hydrolizy celulozy i fermentacji (SSF, ang. Simultaneous
Saccharification and Fermentation). Nie stwierdzono jednak pozytywnego wplywu
zastosowania celulaz na podwyzszenie stezenia cukrow fermentujacych, co prawdopodobnie
byto efektem inhibicji produktowej biatek enzymatycznych (Teugjas i Viljamie, 2013).
Zastosowanie dodatku celulaz mialo natomiast wptyw na metabolizm lotnych produktow
ubocznych fermentacji u drozdzy. Jedng z mozliwosci oceny przebiegu fermentacji etanolowej,
jest monitorowanie sktadu jakoSciowego i ilosciowego lotnych produktéow ubocznych
powstajacych w trakcie fermentacji, w znakomitej wigkszosci jako efekt aktywnos$ci
metabolicznej drozdzy. Pomimo mozliwosci wnioskowania w zakresie wptywu warunkow
fermentacji na aktywno$¢ metaboliczng drozdzy i wytwarzanie okre$lonych grup lotnych
produktow ubocznych fermentacji, w dostepnej literaturze naukowej nie sg prezentowane
wyniki badan obejmujace sktad tych zwigzkéw w destylatach celulozowych. W badaniach
stwierdzono wielokrotnie wyzsze stezenia aldehydu octowego w destylatach otrzymanych
Z podtozy, gdzie do melasy dodawano hydrolizaty wywardéw po obrobce wstepnej. Wskazuje
to jednoznacznie, ze w przypadku obecno$ci nawet niskich stezen w hydrolizatach po kwasowej
obrobce wstepnej lignocelulozy substancji o charakterze inhibitoréw tj. aldehydow
furanowych, nalezy spodziewac si¢ uposledzenia aktywnos$ci dehydrogenazy alkoholowej czyli
kluczowego enzymu uczestniczacego w redukcji aldehydu octowego do alkoholu etylowego
(Modig i in., 2002). Analiza zmian st¢zenia octanu etylu w destylatach z r6znych wariantow
badan wykazata nizsze o ponad 120 mg/l stezenie tego zwigzku w destylatach otrzymanych
Z podtozy melasowo-celulozowych sporzadzonych bez dodatku celulaz, w stosunku do
destylatu wylacznie melasowego. Co ciekawe zastosowanie dodatku celulaz do podiozy
fermentacyjnych otrzymanych z melasy i hydrolizatdéw po obrébce wstgpnej biomasy wywarow
spowodowalo $rednio czterokrotny wzrost stezenia tego estru w otrzymanych destylatach.
Uzycie wysokoaktywnych celulaz, moze narusza¢ stabilno$¢ §ciany komorkowej drozdzy i
w efekcie wptywa¢ na homeostazg¢ komodrkowa. To z kolei prowadzi do zakldcenia
metabolizmu komodrkowego drozdzy 1 moze wywotywaé podwyzszong aktywnos$é
acetylotransferazy, enzymu uczestniczacego w powstawaniu octanu etylu w trakcie fermentacji
alkoholowej (Malcorps i in., 1991). Przedstawione w publikacji 4.2.7. wyniki badan
umozliwiajg weryfikacj¢ hipotezy H2 i wyraznie wskazujg na wptyw zwiazkéw wystepujacych
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w podlozach zawierajacych hydrolizaty celulozowe na aktywno$¢ metaboliczng drozdzy S.
cerevisiae. Jednoczesnie potwierdzono przydatno$¢ biomasy wywardow gorzelniczych jako
substratow w produkcji etanolu paliwowego.

4.3.4. Podsumowanie

Przedstawione publikacje (4.2.1. — 4.2.7.) stanowig kompletny cykl prac majacych na celu
okreslenie aktywnosci metabolicznej drozdzy w trakcie fermentacji alkoholowej podtozy
celulozowych uzyskanych z biomasy wywaréw gorzelniczych. Przeprowadzone badania
stanowig kompleksowe opracowanie mozliwosci wykorzystania biomasy wywarow
gorzelniczych jako substratow w produkcji etanolu celulozowego. Badania obejmowaly
réznorodne sposoby przygotowania substratu lignocelulozowego. Rozpoczynajac od
najprostszej metody obrobki wstepnej (kwasowej w srodowisku podwyzszonej temperatury —
publikacja 4.2.1.), poprzez wykorzystanie podwyzszonego ci$nienia i obrébki mikrofalowe;j
w srodowisku kwasnym (publikacja 4.2.2., 4.2.3.) oraz hydrotropéw 1 obrobki kwasowe]
(publikacja 4.2.4.) az po opracowanie nowej metody obrobki wstepnej biomasy (jednoczesne
wykorzystanie mikrofal oraz hydrotropéw — publikacja 4.2.5.). Wspolnym mianownikiem
wszystkich tych prac byto wykorzystanie biomasy wywarow gorzelniczych jako substratu
lignocelulozowego oraz okreslenie aktywnosci fermentacyjnej drozdzy na podlozach
lignocelulozowych. Dodatkowo okreslono wpltyw zwigzkoéw toksycznych powstajacych
w wyniku obrdobki wstepnej lignocelulozy na metabolizm drozdzy w warunkach modelowych
(publikacja 4.2.6.). Ostatnim elementem badan byto przeprowadzenie analiz majacych na celu
okreslenie aktywnosci fermentacyjnej drozdzy na podilozach uzyskanych w wyniku
jednoczesnego wykorzystania biomasy wywardéw gorzelniczych oraz melasy buraczanej w celu
wysoce wydajnej produkcji etanolu paliwowego (publikacja 4.2.7.). Opublikowane wyniki
badan wnoszg istotny wklad w rozwoj wiedzy dotyczgcej wykorzystania nowego zrodia
lignocelulozy, jakim jest biomasa wywaru gorzelniczego do produkcji etanolu paliwowego oraz
identyfikacji czynnikow oddziatywujacych na efektywno$¢ biosyntezy etanolu przez drozdze.
Efektem znacznego zainteresowania rezultatami opublikowanymi w wymienionych pracach
jest liczba cytowan wynoszgca 132 (wedtug bazy Web of Science z dnia 08.05.2023 r.) oraz 158
(wedlug bazy Scopus z dnia 08.05.2023 r.). Najwazniejszymi osiggni¢ciami prezentowanych
prac, stanowigcymi istotny wkilad w rozwoj dyscypliny naukowej — nauki biologiczne, s3
Zatem:

1) Hydrolizaty celulozowe uzyskane z biomasy wywarow gorzelniczych moga by¢
uzyte jako kompleksowe podtoza dla drozdzy S. cerevisiae do produkcji etanolu Il
generacji.

2) Zastosowanie 0,2 M kwasu siarkowego w warunkach podwyzszonej temperatury
i ciSnienia uzyskiwanego z uzyciem ogrzewania konwencjonalnego oraz
promieniowania mikrofalowego jest skutecznym sposobem przygotowania biomasy
wywarow gorzelniczych do procesow hydrolizy enzymatycznej i fermentacji
alkoholowej.

3) Dobor warunkéw obrobki wstgpnej biomasy wywardw gorzelniczych jest
kluczowym parametrem gwarantujacym wysoka podatno$¢ celulozy na hydrolize
enzymatyczng oraz determinuje wystepowanie toksycznych produktow ubocznych.
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

Przekroczenie ci$nienia 93 PSI w trakcie mikrofalowej obrobki wstepnej z uzyciem
kwasu siarkowego powoduje wzrost wytwarzania produktow dehydratacji cukréw
(5-HMF, furfuralu, kwasu lewulinowego) oraz zmiany w strukturze celulozy,
ograniczajace jej podatnos$¢ na hydroliz¢ enzymatyczng.

Aktywno$¢ metaboliczna drozdzy S. cerevisiae w trakcie fermentacji podtozy
celulozowych uzyskanych z biomasy wywardéw gorzelniczych moze by¢ ograniczana
przez wystepowanie produktow ubocznych obrobki wstepnej lignocelulozy.
Efektywnym sposobem eliminujgcym efekt spowolnienia aktywnosci metaboliczne;j
drozdzy obserwowany w warunkach podwyzszonego stezenia toksycznych
produktéw ubocznych obrobki wstepnej biomasy jest, detoksykacja hydrolizatow
Z uzyciem wegla aktywnego w stezeniu 5 g/100 g biomasy.

Biomasa wywardéw gorzelniczych po ekstrakcji  hydrotropowe; moze byc¢
wykorzystywana do przygotowywania hydrolizatow celulozowych
wykorzystywanych w procesach fermentacyjnych.

Nowoopracowana metoda obrobki wstepnej, oparta 0 jednoczesne wykorzystanie
w zoptymalizowanych ~ warunkach ~ promieniowania  mikrofalowego oraz
kumenosulfonianu sodu, jest skutecznym sposobem delignifikacji biomasy
kukurydzianego wywaru gorzelniczego umozliwiajacym uzyskanie hydrolizatow
0 wysokim stezeniu cukrow fermentacyjnych. Uzyskane hydrolizaty sa rowniez
efektywnym surowcem w biosyntezie etanolu celulozowego (maksymalne stezenie
ok. 41,5 g/l) z uzyciem drozdzy S. cerevisiae.

Drozdze S. cerevisiae szczep Ethanol Red wykazujg na podiozach modelowych
zdolnos¢ do catkowitego metabolizowania (w okre$lonych stezeniach) 5-HMF,
furfuralu, aldehydu syryngowego oraz waniliny, co umozliwia detoksykacje
hydrolizatow celulozowych metoda in situ.

10) Nadprodukcja biatek z grupy Hsp60 jest reakcjg metaboliczng drozdzy S. cerevisiae

szczep Ethanol Red na podwyzszone stezenie aldehydow furanowych.

11) Uzycie roztworow po kwasowej obrobce wstepnej biomasy wywarow gorzelniczych

jako rozcienczalnika dla alkalicznej melasy buraczanej jest skutecznym sposobem

przygotowania podilozy fermentacyjnych gwarantujagcym wysoki poziom biosyntezy
etanolu na poziomie ok. 90 g/l 1 wydajnosci procesu powyzej 94%.

12) Uzycie roztworow po kwasowej obrobce wstepnej biomasy wywarow gorzelniczych

4.3.5.

jako dodatku do podtozy melasowych skutkuje podwyzszonym stezeniem aldehydu
octowego w otrzymanych destylatach, co jest prawdopodobnie efektem uposledzenia
aktywno$ci dehydrogenazy alkoholowe;.
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4.4. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Moje zainteresowania od poczatku pracy naukowej byly zwigzane z badaniami dotyczacymi
aktywnos$ci metabolicznej drozdzy w trakcie proceséw fermentacyjnych i dotyczyly zarowno
efektywnosci biosyntezy etanolu jak i wytwarzania lotnych produktéw ubocznych fermentacji
alkoholowej. Przebieg mojej kariery naukowej mozna podzieli¢ na okres przed i po uzyskaniu
stopnia doktora. Przy zastosowaniu tego podziatu w mojej karierze naukowej uwidacznia si¢
wyrazny podzial zainteresowan naukowych. Prace badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora
skupiajg si¢ gtéwnie wokot efektywnosci biosyntezy etanolu | generacji z uzyciem podtozy
uzyskanych z surowcoéw skrobiowych. Natomiast po uzyskaniu stopnia doktora, tematyka
badawcza byla duzo szersza 1 dotyczyla m. in. aktywnosci metabolicznej drozdzy
wykorzystywanych w produkcji etanolu Il generacji (celulozowego), degradacji biomasy
lignocelulozowej, oceny efektywnosci roznych grup mikroorganizméw w biosyntezie
wybranych metabolitéw tj. enzymow, biosurfaktantow, pirazyny oraz charakterystyce réznych
procesOéw fermentacyjnych.

Okres przed uzyskaniem stopnia doktora:
W poczatkowym okresie pracy naukowej uczestniczylem w badaniach dotyczacych wptywu
mykotoksyn na aktywno$¢ metaboliczng drozdzy S. cerevisiae w trakcie fermentacji
alkoholowej. Prace te realizowane byly w ramach projektu zatytulowanego ,,.Badania nad
stopniem biodegradacji mikotoksyn w procesie fermentacji alkoholowej ziarna kukurydzy, oraz
poziomem skazenia wywardw gorzelniczych, wykorzystywanych w Zzywieniu zwierzat
gospodarskich” (N311 052 31/3420), ktérego bylem wykonawcg. Badania dotyczyly oceny
wystepowania wybranych mykotoksyn w skrobiowych surowcach gorzelniczych, wptywu
skazenia mykotoksynami podtozy hodowlanych na aktywno$¢ fermentacyjng drozdzy oraz
powstawania lotnych produktéw ubocznych fermentacji alkoholowej. Analizy laboratoryjne
wykazaly istotnie statystycznie wptyw wystepowania aflatoksyn, ochratoksyny A, zearalenonu
oraz deoksyniwalenolu na efektywno$¢ fermentacji alkoholowej, co skutkowato nizszg nawet
o 3 litry etanolu wydajnoscig procesu. Obecnos¢ w podtozach fermentacyjnych aflatoksyn oraz
ochratoksyny A skutkowata ponad dwukrotnie wyzszym st¢zeniem aldehydu octowego
W otrzymanych destylatach. Zaobserwowane zjawisko jest efektem inhibitujgcego
oddziatywania mykotoksyn na aktywnos$¢ katalityczng dehydrogenazy alkoholowe;,
kluczowego enzymu uczestniczacego w oddychaniu beztlenowym, odpowiedzialnego za
redukcje aldehydu octowego do etanolu. Dodatkowo zrealizowane zostaty badania dotyczace
wptywu procesu technologicznego na redukcje zawarto$ci mykotoksyn w podiozach
hodowlanych oraz ocena mozliwosci detoksykacji mykotoksyn przez mikroflor¢ drozdzowa
w trakcie procesu fermentacji alkoholowej. Efektem realizacji projektu byly nastepujace
publikacje:
Artykuty naukowe:
— Ktosowski G., Mikulski D., 2010, The effect of raw material contamination with
mycotoxins on the composition of alcoholic fermentation volatile by-products in raw
spirits. Bioresource Technology 101, 9723-9727 (IF2010 — 4,365, pkt. MEiN2013 — 45).
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- Ktosowski G., Mikulski D., Grajewski J., Btajet-Kosicka A., 2010, The influence of
raw material contamination with mycotoxins on alcoholic fermentation indicators.
Bioresource Technology 101, 3147-3152 (IF2010 — 4,365, pkt. MEiN2013 — 45).

—  Klosowski G., Btajet-Kosicka A., Mikulski D., Grajewski J., 2011, Ocena mozliwosci
redukcji stezenia mikotoksyn w procesie produkcji etanolu z ziarna kukurydzy
technologia BUS i klasyczna. Zywnoéé. Nauka. Technologia. Jakosé 2(75), 89-105
(IF2011 — 0,157, pkt. MEiN2013 — 15).

Materialy konferencyjne:

- Ktosowski G., Grajewski J., Blajet-Kosicka A., Mikulski D., Mycotoxin impact on
biotechnological factors of maize mashes alcoholic fermentation in PLS technology.
30. Mycotoxin Workshop 2008, Utrecht, The Netherlands, P-70, 133.

Jednoczesnie zaangazowany bylem w realizacje prac badawczych majacych na celu
charakterystyke procesow fermentacyjnych. Analizie poddany zostat wplyw surowca
skrobiowego w postaci ziarna zyta, kukurydzy oraz amarantusa na powstawanie alkoholi
wyzszych w trakcie fermentacji prowadzonej z wykorzystaniem dwoch szczepdéw drozdzy
S. cerevisiae (D-2 oraz As-4). Okreslony zostat rowniez wptyw szerokoprofilowej hydrolizy
enzymatycznej z uzyciem kompleksu enzymow amylolitycznych, wzbogaconego
0 pullulanaze, enzymu zmniejszajacego lepkos¢ oraz hydrolizujacego polipeptydy w podtozach
0 podwyzszonym ekstrakcie, na efektywno$¢ biosyntezy etanolu oraz biosynteze lotnych
produktéw ubocznych fermentacji alkoholowe;j. Efektem zastosowania kompleksu enzymow
hydrolitycznych na etapie przygotowywania podloza fermentacyjnego byl wzrost st¢zenia
etanolu o ok. 0,5% v/v oraz efektywnosci fermentacji o ok. 4 litry etanolu ze 100 kg surowca.
Zastosowanie  szerokoprofilowej  hydrolizy  enzymatycznej  sktadnikow  surowca
fermentacyjnego przelozylo si¢ roOwniez na zmniejszone st¢zenie najwazniejszych grup
zwiazkow zaliczanych do lotnych produktow ubocznych fermentacji alkoholowe;j tj. zwigzkow
karbonylowych, alkoholi wyzszych oraz estréw. Uzyskane rezultaty potwierdzaja pozytywny
wplyw wzrostu stezenia substancji odzywczych, bedacego efektem zastosowania kompleksu
enzyméw hydrolitycznych na aktywno$¢ metaboliczng drozdzy S. cerevisiae. Uzyskane
rezultaty staty si¢ podstawg do przygotowania publikacji:

Artykufy naukowe:

- Ktosowski G., Mikulski D., Czuprynski B., Kotarska K., 2010, Characterisation of
fermentation of high-gravity maize mashes with the application of pullulanase,
proteolytic enzymes and enzymes degrading non-starch polysaccharides. Journal of
Bioscience and Bioengineering, 2010, 109, 466-471 (IF2010 — 1,707, pkt. MEiN2013 —
30).

— Ktosowski G., Mikulski D., Macko D., Miklaszewska B., Kotarska K., Czuprynski
B., 2015, Influence of various yeast strains and selected starchy raw materials on
production of higher alcohols during the alcoholic fermentation process. European
Food Research and Technology 240, 233-242 (1F2015 — 1,387, pkt. MEiN2015 — 25).

W moim dorobku naukowym z tego okresu jest rowniez jedna praca przegladowa, ktorej
tematem byla charakterystyka aktualnie rozwijanych rozwigzan procesowych
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I technologicznych stosowanych w produkcji biopaliw z biomasy z uzyciem metod
biotechnologicznych.
Artykut naukowy:
—  Klosowski G., Macko D., Mikulski D. 2010. Rozw¢j metod biotechnologicznych
produkcji biopaliw ze zrddet odnawialnych. Ochrona Srodowiska i Zasobow
Naturalnych 45, 118-135 (pkt. MEiN2o10 — 6).

Tematem badawczym, ktéry stal si¢ rdwniez podstawa mojej dysertacji bylo zagadnienie
degradacji  enzymatycznej kompleksow  fitynowych ~w  skrobiowych  podtozach
fermentacyjnych oraz oddzialywanie zwigzkéw uwalnianych z tych kompleksow na
metabolizm komoérkowy drozdzy. Wskazany temat badawczy zostal doceniony przez panel
ekspertow Narodowego Centrum Nauki, ktéry przyznal mi $rodki finansowe w ramach
konkursu Preludium 3 na realizacje pod moim kierownictwem projektu badawczego pt.:
,»Wplyw hydrolizy kompleksow fitynowych z wykorzystaniem fitazy mikrobiologicznej na
wskazniki technologiczne procesu fermentacji alkoholowej prowadzonego z udziatem drozdzy
Saccharomyces cerevisiae” (2012/05/N/NZ9/02436). Projekt zostat zrealizowany pod opieka
naukowg dra hab. inz. Grzegorza Klosowskiego prof. uczelni. Badania w ramach projektu
podzielone byty na trzy etapy, ktore obejmowaty: (I) ocen¢ wystepowania komplekséw kwasu
fitynowego w roznych surowca wykorzystywanych w procesach fermentacyjnych, (1)
efektywnos¢ degradacji kompleksow fitynowych przez roézne preparaty fitaz pochodzenia
mikrobiologicznego w trakcie procesu przygotowania podtozy fermentacyjnych, (III) wptyw
substancji uwalnianych z kompleksow kwasu fitynowego na aktywnos$¢ metaboliczng drozdzy
oraz efektywnos¢ procesu fermentacji alkoholowej. Degradacja enzymatyczna kompleksow
fitynowych w trakcie przygotowania podtozy fermentacyjnych o podwyzszonym ekstrakcie,
potaczona bylta z szerokoprofilowa hydrolizg innych sktadnikéw surowca tj. biatek, dekstryn
granicznych przy pomocy pullulanazy, co umozliwito okres$leniec wplywu uzycia fitaz na
dostepno$¢ substancji odzywczych w podlozach fermentacyjnych. Jednoczesne zastosowanie
fitazy mikrobiologicznej oraz kompleksu enzymow amylolitycznych umozliwito uzyskanie
wzrostu st¢zenia cukrow redukujacych o ok. 15 mg/ml w poréwnaniu do podtoza bez hydrolizy
kompleksow fitynowych, co jest efektem wzrostu dostepnosci skrobi zwigzanej w kompleksach
kwasu fitynowego. Zastosowanie fitazy w potaczniu z alkaliczng peptydazg potwierdzito
wplyw wystepowania kompleksow fitynowych na dostepnos$¢ biatka w surowcu roslinnym.
Zmiana sktadu podioza fermentacyjnego bedaca efektem jednoczesnego uzycie fitazy,
peptydazy oraz enzymoéw amylolitycznych poprawita efektywnos$¢ fermentacji alkoholowe;j
0 ok. 6 litrow etanolu oraz wywarta wplyw na aktywnos$¢ metaboliczng drozdzy skutkujaca
zmniejszonym stezeniem alkoholi wyzszych oraz estrow w otrzymanych destylatach.
W wyniku realizacji projektu przygotowana zostala moja rozprawa doktorska oraz cykl
publikacji:
Artykuty naukowe:
- Mikulski D., Ktosowski G., Rolbiecka A. 2014. Effect of phytase application during
high gravity (HG) maize mashes preparation on the availability of starch and yield of
the ethanol fermentation process. Applied Biochemistry and Biotechnology 174, 1455-
1470 (IF — 1,7352014; pkt. MEiN2014 — 20).
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- Mikulski D., Ktosowski G. 2015. Phytic acid concentration in selected raw materials
and the analysis of its hydrolysis rate with the use of microbial phytases during the
mashing process. Journal of the Institute of Brewing 121, 213-218 (IF — 1,0172015; pkt.
MEiN2015 — 25).

- Mikulski D., Ktosowski G., Rolbiecka A. 2015. Influence of phytase and supportive
enzymes applied during high gravity mash preparation on the improvement of
technological indicators of the alcoholic fermentation process. Biomass and Bioenergy
80, 191-202 (IF2015 — 3,249; pkt. MEiN2015 — 35).

Materialy konferencyjne:

- Mikulski D., Klosowski G. ,Ocena przydatnosci surowcow skrobiowych
wykorzystywanych do przygotowywania poditozy fermentacyjnych z uzyciem
enzymow z grupy fosfohydrolaz.” VII Kopernikanskie Seminarium Doktoranckie,
19.-21.06.2013 Torun, p. 79.

- Mikulski D., Ktosowski G. “The influence of phytase addition during the enzymatic
starch hydrolysis process with the use of basic amylolytic enzymes on yield and the
course of alcoholic fermentation process.” 5th Central European Congress of Life
Sciences EUROBIOTECH 8.-11.10.2013, Krakéw, P2.1, p. 14.

- Mikulski D., Ktosowski G., Rolbiecka A. ,,Wptyw hydrolizy kwasu fitynowego w
trakcie przygotowywania podloza hodowlanego o podwyzszonym ekstrakcie (typu
HG) na aktywno$¢ fermentacyjng drozdzy S. cerevisiae.” VIII Kopernikanskie
Seminarium Doktoranckie, 25.-27.06.2014 Chomigza Szlachecka, p. 53.

- Mikulski D., Klosowski G., Rolbiecka A. ,,Wplyw hydrolizy enzymatyczne;j
kompleksow kwasu fitynowego na aktywno$¢ fermentacyjng drozdzy oraz sktad
lotnych produktéw ubocznych procesu fermentacji alkoholowej.” IX Poznanska
Konferencja Naukowa ,,Chemia — nowe wyzwania dla nauki i przemystu” PTChem
Oddziat Poznanski, 5.12.2014 Poznan, p. 144.

- Mikulski D., Ktosowski G., Rolbiecka A. ,,Ocena tempa hydrolizy kwasu fitynowego
w trakcie przygotowywania podlozy fermentacyjnych typu HG z wykorzystaniem
roznych preparatoéw fitaz.” 58. Zjazd PTChem, 21.-25.09.2015, Gdansk, p. 384.

Okres po uzyskaniu stopnia doktora:

Uzyskane wyniki badan w trakcie realizacji ww. projektu staly si¢ impulsem do dalszych prac
badawczych na mozliwoscig hydrolizy in situ kompleksow fitynowych w trakcie fermentacji
alkoholowej przez drozdze S. cerevisiae. Celem badan byto poszukiwanie szczepu drozdzy S.
cerevisiae zdolnego do produkcji zewnatrzkomérkowych fitaz, charakterystyka biochemiczna
izolowanych enzymoéw oraz ocena mozliwosci wykorzystania techniki fuzji protoplastow
W uzyskaniu fuzanta drozdzy gorzelniczych i szczepu zdolnego produkowaé enzymy z grupy
fitaz. W dalszych etapach badan otrzymany fuzant miat by¢ oceniony pod katem zdolnosci
degradacji kompleksow fitynowych w trakcie procesu efektywnej fermentacji alkoholowe;.
Dotychczas zrealizowalem dwa pierwsze etapy badan w wyniku uzyskanego dofinansowania
w ramach projektow wewnatrzuczelnianych tzw. Badan Mtodych Naukowcoéw. Badania
obejmowaly analizy przesiewowe roznych szczepéw drozdzy z rodzaju Saccharomyces
wykorzystywanych w procesach fermentacyjnych, pod katem zdolnosci produkcji
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zewnatrzkomoérkowej fitazy oraz charakterystyke katalityczng (okreslenie optymalnych
warunkow katalizy, aktywatorow oraz inhibitorow reakcji) uzyskanego enzymu. W wyniku
badan wytypowano winiarskie drozdze S. cerevisiae szczep Finarome, zdolny do redukcji
stezenia kwasu fitynowego o ponad 33%. Wyizolowany szczep drozdzy byl w stanie
zredukowac stgzenie kwasu fitynowego o ponad 98%, przy zastosowaniu zoptymalizowanych
warunkéw hodowli tj. pH 5,5, temperatury 32°C, przy uzyciu mannozy jako zrodta wegla oraz
kwasu asparaginowego jako zrodta azotu. Efektem prac badawczych sg nastepujace publikacje:
Artykuty naukowe:

- Mikulski D., Ktosowski G. 2017. Evaluation of phytic acid utilization by S. cerevisiae
strains used in fermentation processes and biomass production. Journal of Basic
Microbiology 57, 87-91 (IF2017 — 1,580; pkt. MEiN2017 — 20).

—  Klosowski G., Mikulski D., Jankowiak O. 2018. Extracellular phytase production by
the wine yeast S. cerevisiae (Finarome Strain) during submerged fermentation.
Molecules, 23(4), 1-12 (IF2018 — 3,060; pkt. MEiN2018 — 30).

Materialy konferencyjne:

- Mikulski D., Ktosowski G. “Evaluation of phytic acid utilization by S. cerevisiae
strains used in fermentation processes and biomass production.” New Biotechnology,
Volume 33, Supplement, Abstracts of the 17th European Congress on Biotechnology,
3.-6.07.2016, Krakow, S205 (P36-1) (http://dx.doi.org/10.1016/].nbt.2016.06.1427).

—  Klosowski G., Mikulski D., Jankowiak O. “Optimization of native S. cerevisiae yeast
submerged fermentation (SmF) conditions for phytase production.” 6th Central
European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH 11.-14.09.2017, Krakow,
P14.10 (s.159).

Tematyka prac eksperymentalnych, realizowanych od roku 2017, byta skoncentrowana na
opracowaniu metod efektywnego wykorzystania biomasy lignocelulozowej w procesach
biosyntezy oraz konwersji chemicznej z wykorzystaniem roznorodnych metod obrobki
wstepnej. Jednym z glownych probleméw do rozwigzania bylo efektywne przygotowanie
surowca lignocelulozowego do procesow fermentacyjnych. Cz¢$¢ prac z tego obszaru byta
ukierunkowana na uzycie jako zrodta lignocelulozy odpadowego wywaru gorzelniczego
réznego pochodzenia. Efekty tych badan zostaly opublikowane w formie cyklu stanowiacego
podstawe osiggni¢cia naukowego opisanego w niniejszym autoreferacie. Dodatkowo w celu
pehiejszego wyjasnienia zmian w strukturze biomasy wywaru pszenicznego w wyniku
zastosowania opracowanej metody obrobki wstepnej z uzyciem mikrofal 1 hydrotropu
uczestniczytem w badaniach we wspotpracy z naukowcami z Department of Biotechnology and
Food Science, Durban University of Technology. Dzi¢ki nawigzaniu wspotpracy naukowej
z prof. Santhosh Pillai, udato si¢ zrealizowa¢ analizy dotyczace wpltywu proponowanej metody
obrobki wstepnej na zmiang stopnia krystaliczno$ci biomasy wywaru pszenicznego, a uzyskane
wyniki zostaly opublikowane:
Artykut naukowy:
—  Klosowski G., Mikulski D., Bhagwat P., Pillai S., 2022. Cellulosic ethanol production
using waste wheat stillage after microwave-assisted hydrotropic pretreatment.
Molecules 27, 6097 (IF2021 — 4,927; pkt. MEiN2021 — 140).
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Materialy konferencyjne:

- Mikulski D., Ktosowski G. “Cellulosic ethanol production using distillery stillage
after sodium cumene sulfonate pretreatment.” 3rd International Conference for
Bioresource Technology for Bioenergy, Bioproducts & Environmental Sustainability
17.-19.05.2021, on-line (P1.08).

—  Mikulski D., Ktosowski G. “Comparison of barothermal and microwave-assisted
pretreatment efficiency in degradation of distillery stillages.” 29th European Biomass
Conference and Exhibition 26.-29.04.2021, on-line (3AV.6.15).

- Klosowski G., Mikulski D., Koim-Puchowska B., Menka A. “Microwave-assisted
pretreatment of maize distillery stillage in the production of cellulosic ethanol.” 7th
Central European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH 23.-25.09.2019,
Krakow, P8.7 (s. 33).

—  Klosowski G., Mikulski D. “Bioethanol production from wheat and rye stillages after
microwave-assisted pretreatment.” 7th Central European Congress of Life Sciences
EUROBIOTECH 23.-25.09.2019, Krakéw, P8.13 (s. 36).

- Mikulski D., Klosowski G. “Use of dilute sulfuric acid pretreatment of distillery
stillage in the production of cellulosic ethanol.” 7th Central European Congress of Life
Sciences EUROBIOTECH 23.-25.09.2019, Krakow, P8.21 (s. 39).

— Mikulski D., Klosowski G., Menka A., Koim-Puchowska B. “Efficiency of
lignocellulose degradation after microwave-assisted pretreatment of maize distillery
stillage with the use of dilute sulfuric acid.” 7th Central European Congress of Life
Sciences EUROBIOTECH 23.-25.09.2019, Krakow, P8.22 (s. 39).

- Mikulski D., Ktosowski G. “Optimization of the enzymatic hydrolysis process of
distillery stillage of various origin subjected to the procedure of acidic pretreatment.”
6th Central European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH 11.-14.09.2017,
Krakow, P16.5 (s.185).

- Mikulski D., Ktosowski G. “Effects of various parameters of acidic pretreatment on
the enzymatic hydrolysis efficiency of distillery stillage of different origin.” 6th
Central European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH 11.-14.09.2017,
Krakow, P16.4 (s.184).

Jednym z aktualnych zagadnien badawczych, na ktorym skupitem swoja uwage, byla
mozliwo$¢ wykorzystania promieniowania mikrofalowego w dekompozycji biomasy
lignocelulozowej. Badania obejmowaly wykorzystanie odpadéw przemystu drzewnego przy
uzyciu katalizy kwasowej w $rodowisku promieniowania mikrofalowego i podwyzszonego
ci$nienia. W wyniku przeprowadzonych analiz udato si¢ opracowac warunki kwasowej obrobki
mikrofalowej biomasy wiorow drzewnych, ktére umozliwity jednoetapowa konwersje
polisacharydéw strukturalnych do kwasu lewulinowego bgdacego produktem dehydratacji
cukrow szescioweglowych. Zwigzek ten znajduje zastosowanie jako plastyfikator, dodatek do
zywnosci, barwnik do tekstyliow, dodatek do biopaliw, dodatek do pasz, zwigzek o dziataniu
antybakteryjnym oraz w produkcji zywic polimerowych. Realizowatem réwniez badania nad
mozliwoscig wykorzystania promieniowania mikrofalowego, w potaczeniu z zastosowaniem
réznych katalizatorow kwasowych do dekompozycji lignocelulozy. Zastosowanie kwasu
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siarkowego jako katalizatora oraz ci$nienie 225 PSI uzyskanego przy pomocy promieniowania
mikrofalowego umozliwia uzyskanie wysokiego poziomu konwersji weglowodanow do kwasu
lewulinowego (64,7+4,5%) w stosunku do wydajnosci teoretycznej uzyskiwanego dla biomasy
wiorow sosnowych. Badania wykazaly rowniez, ze kwas siarkowy jest katalizatorem
umozliwiajagcym najbardziej efektywna dekompozycje biomasy roslinnej, gwarantujacym
uzyskanie najwyzszych stezen uwolnionych cukréow prostych. W polaczeniu z uzyciem
promieniowania mikrofalowego mozliwe jest uzyskanie wysokiego stezenia glukozy na
poziomie 89,8+3,4 mg/g widréw sosnowych oraz 170,4+2,4 mg/g wiérow bukowych. Z kolei
uzycie kwasu azotowego sprzyja degradacji hemicelulozy, co umozliwia uzyskanie wysokiego
stezenia galaktozy i1 ksylozy na poziomie 147,6+0,6 mg/g wiérow sosnowych oraz 163,6+0,4
mg/g wioréw bukowych przy stosunkowo niskim stezeniu glukozy. Badania potwierdzilty
przydatnos¢ skojarzonego zastosowania mikrofal i katalizy kwasowej w degradacji biomasy
roslinnej typu softwood, hardwood oraz non-wood. Uzyskane rezultaty opublikowano
w formie:

Artykuty naukowe:

—  Klosowski G., Mikulski D., Menka A. 2019. Microwave-assisted one-step conversion
of wood wastes into levulinic acid. Catalysts, 9(9), 753 (IF2019 — 3,520; pkt. MEiN2021
—100).

—  Klosowski G., Mikulski D., Lewandowska N. 2020. Microwave-assisted degradation
of biomass with the use of acid catalysis. Catalysts 10, 641 (IF200 — 4,146; pkt.
MEiN2021 — 100).

Materialy konferencyjne:

—  Klosowski G., Mikulski D. “Conversion of pine and cherry wood chips into levulinic
acid using microwave radiation.” 3rd International Conference for Bioresource
Technology for Bioenergy, Bioproducts & Environmental Sustainability 17.-
19.05.2021, on-line (P1.10).

—  Klosowski G., Mikulski D. “Microwave-assisted degradation of biomass with the use
of acid catalysis.” 29th European Biomass Conference and Exhibition 26.-29.04.2021,
on-line (3BV.8.12).

Uczestniczytem rowniez W badaniach, ktérych celem byla ocena efektywno$ci metod
potilosciowych oraz ilosciowych w selekcji grzybow strzgpkowych zdolnych do produkcji
enzymow celulolitycznych przydatnych w dekompozycji biomasy ros$linne;.

Artykufy naukowe:

— Miklaszewska B., Macko D., Ktosowski G., Mikulski D. 2016. Application of semi-
quantitative and quantitative methods for the selection of cellulolytic filamentous
fungi isolated from pulp mill materials. BioTechnologia, Journal of Biotechnology,
Computational Biology and Bionanotechnology 97(3), 169-178 (pkt. MEiN2017 — 13).

Dysponujac obiecujacymi rezultatami, uzyskanymi z zastosowaniem nowo opracowanej
metody obrobki wstepnej lignocelulozy, opartej na tacznym wykorzystaniu podwyzszonego
ciSnienia generowanego przez promieniowanie mikrofalowe oraz hydrotropu w postaci
kumenosulfonianu sodu, zdecydowatem si¢ na przygotowanie wniosku o finansowanie
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dalszych badan. Glownym zalozeniem projektu bylo poznanie wplywu zaproponowanej
metody obrobki wstepnej na zmiane struktury biomasy lignocelulozowej (analizy SEM, FTIR,
XRD, NMR), efektywnos$¢ delignifikacji biomasy oraz jej podatno$¢ na hydrolizeg
enzymatyczng i biokonwersje z uzyciem drozdzy S. cerevisiae. Projekt zatytulowany
,Dekompozycja biomasy lignocelulozowej z zastosowaniem zintegrowanej metody
delignifikacji ~ hydrotropowej przy  uzyciu  promieniowania  mikrofalowego”
(2020/37/B/NZ9/00372) uzyskat finansowanie w kwocie 507 000 zt w ramach konkursu Opus
19 ogtoszonego przez Narodowe Centrum Nauki. W wyniku badan stwierdzono, ze
efektywnos¢ ekstrakeji sktadnikow biomasy zalezy od warunkow procesowych podczas
obrobki wstepnej. Uzycie ogrzewania mikrofalowego skojarzonego z dodatkiem hydrotropu w
stezeniu 40% w/v NaCS, przy cisnieniu 117 PSI w czasie 60 minut, umozliwito redukcje
bezwzglednego stezenia lignin o 36,6% w widrach sosnowych, o 57,7% w widrach bukowych
oraz 0o 74,1% w slomie pszenicznej. Dokonano oceny wplywu mikrofalowej obrobki
hydrotropowej z uzyciem kumenosulfonianu sodu na hydrolize enzymatyczng celulozy
zawarte] w biomasie widoroéw sosnowych, bukowych oraz stomy pszenicznej oraz efektywnos¢
produkcji bioetanolu z uzyskanych hydrolizatow. Skuteczno$¢ hydrolizy enzymatycznej
celulozy zawartej we wiorach bukowych oraz stomie pszenicznej poddanych obrobce wstepne;j
w zoptymalizowanych warunkach procesowych wynosita ok. 55-60%. Efektem byto uzyskanie
hydrolizatow zawierajacych glukozg w stezeniu 76-84 g/L, co jest znaczacym osiggnig¢ciem
w przypadku hydrolizatow celulozowych. Efektem kierowanego przeze mnie projektu
badawczego byly nastepujace publikacje:

Artykuty naukowe:

- Mikulski D., Klosowski G., 2022. Delignification efficiency of various types of
biomass using microwave-assisted hydrotropic pretreatment. Scientific Reports, 12,
4561 (IF2021 — 4,996; pkt. MEiN2021 — 140).

- Mikulski D., Ktosowski G., 2023. Cellulose hydrolysis and bioethanol production
from various types of lignocellulosic biomass after microwave-assisted hydrotropic
pretreatment. Renewable Energy, 206, 168-179 (IF2021 — 8,634; pkt. MEiN2021 — 140).

- Mikulski D., Ktosowski G., 2023. High-pressure microwave-assisted pretreatment of
softwood, hardwood and non-wood biomass using different solvents in the production
of cellulosic ethanol. Biotechnology for Biofuels and Bioproducts, 16, 19 (IF221 —
7,670; pkt. MEiN2021 — 200).

Materialy konferencyjne:

—  Mikulski D., Ktosowski G. “Changes in the structure of lignocellulose as a result of
microwave-assisted hydrotropic pretreatment.” Global Conference on Biofuels and
Bioenergy, 21.-22.10.2022, on-line (p. 31).

—  Klosowski G., Mikulski D. “Composition and SEM analysis of biomass of various
types after microwave-assisted hydrotropic pretreatment.” Global Conference on
Biofuels and Bioenergy, 21.-22.10.2022, on-line (p. 29).

- Mikulski D., Klosowski G. “Influence of microwave-assisted hydrotropic
pretreatment on the level of delignification of various types of biomass.” 2nd edition
of International Conference on Green Chemistry and Renewable Energy, 16.-
17.05.2022, on-line (p. 15).
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—  Klosowski G., Mikulski D. “Susceptibility of cellulose from various types of biomass
after microwave-assisted hydrotropic pretreatment to enzymatic hydrolysis.” 2nd
edition of International Conference on Green Chemistry and Renewable Energy, 16.-
17.05.2022, on-line (p. 13).

Roéwniez w okresie po uzyskaniu stopnia doktora moja aktywno$¢ badawcza skupiata si¢ wokot
tematyki zwigzanej z oceng aktywnosci metabolicznej drozdzy, w trakcie procesu fermentacji
alkoholowej, prowadzonej z wykorzystaniem podlozy skrobiowych. Badania stanowily
rozwini¢cie wczesniej realizowanych tematow badawczych dotyczacych oceny tempa
biosyntezy etanolu na podtozach o podwyzszonym ekstrakcie (ang. High Gravity — HG oraz
Very High Gravity — VHG) oraz aktywno$ci metabolicznej réznych szczepoéw drozdzy
gorzelniczych. W tym celu zrealizowano prace badawcze obejmujace wykorzystanie
suplementacji podlozy HG zwigzkami mineralnymi 1 ocen¢ efektywnosci metabolicznej
drozdzy na podstawie tempa biosyntezy etanolu oraz powstawania lotnych produktow
ubocznych fermentacji. Wykonano rowniez hodowle w warunkach bioreaktorowych podtozy
uzyskanych poprzez zmieszanie rd6znych surowcow skrobiowych i melasy w celu uzyskania
komplementarnego medium hodowlanego o wysokiej zawartosci weglowodanéw. W trakcie
hodowli analizowano aktywno$¢ fermentacyjng drozdzy i biosynteze lotnych produktéw
ubocznych fermentacji alkoholowej. Zastosowanie dodatku melasy w ilosci 25, 33 oraz 50%
W trakcie sporzadzania zacierow VHG skutkowalo uzyskaniem wyzszego stezenia etanolu
powyzej poziomu 112 g/l i wydajnosci fermentacji powyzej 53 | etanolu ze 100 kg
weglowodanéw. Najwyzsze stezenie etanolu na poziomie 129,96+0,58 g/l oraz wysoka
wydajno$¢ fermentacji, w stosunku do wydajnosci teoretycznej (w przeliczeniu na glukozg) na
poziomie 90,47+0,40% stwierdzono dla zacieru VHG sporzadzonego z wszystkich czterech
surowcow roslinnych w identycznej proporcji (25%). Spirytus surowy uzyskany w wyniku
destylacji tego podtoza charakteryzowat si¢ rowniez najnizszg zawartoscig aldehydu octowego
(332,8+8,3 mg/l EtOH) oraz estréw (94,3+1,6 mg/l EtOH) w stosunku dla probek spirytusow
uzyskanych z zacierow o podobnym stopniu odfermentowania. Przeprowadzono réwniez
badania nad biosynteza zwigzkow karbonylowych w trakcie fermentacji alkoholowej podtozy
uzyskanych z roéznych rodzajow surowcoéw skrobiowych. Uzyskane rezultaty stanowily
podstawe do przygotowania nastepujacych publikacji:

Artykufy naukowe:

— Klosowski G., Mikulski D., Rolbiecka A., Czuprynski B. 2017. Changes in the
concentration of carbonyl compounds during the alcoholic fermentation process
carried out with Saccharomyces cerevisiae yeast. Polish Journal of Microbiology,
66(3), 349-356 (IF2017 — 0,784; pkt. MEiN2017 — 15).

— Mikulski D., Rolbiecka A., Ktosowski G. 2017. Potential influence of compounds
released in degradation of phytates on the course of alcoholic fermentation of high
gravity mashes — simulation with analogs of these compounds. Polish Journal of
Chemical Technology 19(3), 27-34 (IF2017 — 0,550; pkt. MEiN2017 — 15).

—  Klosowski G., Mikulski D. 2018. Complementarity of the raw material composition
of Very High Gravity (VHG) mashes as a method to improve efficiency of the
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alcoholic fermentation process. Process Biochemistry, 74, 1-9 (IF2018 — 2,883; pkt.
MEiN2z017 — 30).
Materialy konférencyjne:

—  Klosowski G., Mikulski D. “Influence of the application of variable raw material
composition on the process of HG alcoholic fermentation conducted under bioreactor
conditions.” 6th Central European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH 11.-
14.09.2017, Krakow, P16.2 (s.183).

Bedac kierownikiem zadania badawczego zatytulowanego ,,Skrining, ocena i doskonalenie
mozliwo$ci biosyntetycznych bakterii z rodzaju Bacillus” w ramach projektu ,,Nauki
biologiczne podstawg intensywnego 1 zrownowazonego rozwoju Uniwersytetu Kazimierza
Wielkiego” (,,Regionalna Inicjatywa Doskonatosci” — 008/RID/2018/19) bytem zaangazowany
w realizacje prac eksperymentalnych majacych na celu izolacje ze srodowiska bakterii z rodzaju
Bacillus zdolnych do biosyntezy zwigzkoéw powierzchniowoczynnych oraz oceng wplywu
sktadu podtoza hodowlanego na efektywnos$¢ sekrecji biosurfaktantoéw. W trakcie badan
przesiewowych bakterii zdolnych do produkcji zwigzkéw powierzchniowoczynnych,
okreslono przydatnos¢ roznych metod selekcji wykorzystywanych w badaniach nad
biosurfaktantami. Zidentyfikowano szczepy bakterii produkujace substancje wywolujace
hemolize (metoda posiewowg), okreslono zdolnos¢ tych szczepéw do obnizania napigcia
powierzchniowego podtozy hodowlanych (metoda tensjometryczng) oraz okreslono stezenie
surfaktyny w podtozach hodowlanych (metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
HPLC-DAD). Okreslono rowniez efektywnos$¢ produkcji surfaktyny dla wybranego szczepu
bakterii Bacillus subtilis w warunkach hodowli ptynnej z uzyciem zoptymalizowanego sktadu
podtoza. Uzyskane rezultaty opublikowano w nastepujacej formie:

Artykuty naukowe:

- Koim-Puchowska B., Klosowski G., Mikulski D., Menka A. 2019. Evaluation of
various methods of selection of B. subtilis strains capable of secreting surface-active
compounds. PLoS ONE 14(11), 0225108 (IF2019 - 2,740; pkt. MEiN2g21 — 100).

- Koim-Puchowska B., Ktosowski G., Drozdz-Afelt J., Mikulski D., Zielinska A. 2021.
Influence of the medium composition and the culture conditions on surfactin
biosynthesis by a native Bacillus subtilis natto BS19 strain. Molecules 26, 2985 (1F2021
—4,927; pkt. MEiN2021 — 140).

Materialy konferencyjne:

— Koim-Puchowska B., Klosowski G., Mikulski D., Menka A., Drézdz-Afelt J.
“Evaluation of the ability of native Bacillus subtilis natto strains to produce surfactin.”
7th Central European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH 23.-25.09.2019,
Krakoéw, P8.15 (s. 36).

— Koim-Puchowska B., Klosowski G., Mikulski D., Menka A., Drézdz-Afelt J.
“Screening of Bacillus subtilis natto strains for the ability to synthesis of
biosurfactants.” 7th Central European Congress of Life Sciences EUROBIOTECH
23.-25.09.2019, Krakow, P8.14 (s. 36).
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Od roku 2020 wspotpracuj¢ naukowo z Katedrg Technologii Fermentacji i Zboz Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Efektem wspolpracy sa zrealizowane tematy badawcze
dotyczace wptywu procesu stodowania ziarna soczewicy oraz fasoli na wystepowanie
wybranych oligosacharydow (rafinozy, stachiozy, werbaskozy). Prace badawcze dotycza
réwniez wystgpowania izoflawondéw roslinnych w slodzie sojowych otrzymywanym
z wykorzystaniem réznych technik stodowania.

Artykut naukowy:

—  GQasinski A., Kawa-Rygielska J., Mikulski D., Ktosowski G., 2022. Changes in the
raffinose family oligosaccharides content in the lentil and common bean seeds during
malting and mashing processes. Scientific Reports, 12, 17911 (IF2021 — 4,996; pkt.
MEiN2021 — 140).

Podsumowujac, moéj caty dorobek naukowy (na dzien 09.03.2023) sktada si¢ z 33 artykuléw
w tym 7 prac stanowigcych opisane wczesniej osiggniecie naukowe. 9 prac zostato
zrealizowanych przed uzyskaniem stopnia doktora (w tym 8 prac w czasopismach z listy JCR)
oraz 24 prace opublikowano po uzyskaniu stopnia doktora (w tym 23 prace w czasopismach
z listy JCR). Calkowita punktacja przypisana tym pracom na podstawie list czasopism
punktowanych MEIN wynosi 2610, w tym 765 punktéw obejmujg publikacj¢ stanowigce
podstawe wniosku habilitacyjnego. Sumaryczny wspétezynnik wpltywu Impact Factor dla
wszystkich opublikowanych artykutow wynosi 131,985 (w tym 43,250 za publikacje
stanowigce podstawe wniosku habilitacyjnego). L.gczna liczba cytowan (z dnia 08.05.2023 r.)
opublikowanych przeze mnie pracy wynosi 416 (bez autocytowan = 348) wedtug bazy Scopus
oraz 365 (bez autocytowan = 301) wedtug bazy Web of Science. Index Hirscha wynosi 10 (bez
autocytowan = 10) wedlug bazy Scopus oraz 10 (bez autocytowan = 10) wedtug bazy Web of
Science.

Ponadto moj dorobek naukowo-badawczy obejmuje:

— 34 komunikaty naukowe (22 po uzyskaniu stopnia doktora) prezentowane na
miedzynarodowych (26) oraz krajowych (8) konferencjach naukowych,

— 209 ekspertyz oraz analiz zleconych dla podmiotdéw z otoczenia spoteczno-
gospodarczego,

— 80 recenzji artykulow naukowych dla czasopism tj.: Scientific Reports,
Environmental Science and Pollution Research, Enzyme and Microbial Technology,
Biomass Conversion and Biorefinery, Renewable Energy, Applied Biochemistry and
Biotechnology, Bioresource Technology Reports, Journal of Cereal Science,
Fermentation, GCB Bioenergy, Polish Journal of Food and Nutrition Sciences, Journal
of Environmental Management, Alexandria Engineering Journal, Energies,
International Journal of Molecular Sciences, Foods, Journal of Fungi, Beverages,
Applied Nanoscience, Processes, Applied Sciences, Molecules, Bioengineering,
Chemical Papers, Biomolecules, Sustainability, Trends in Food Science &
Technology, Polish Journal of Microbiology, Journal of Microbiology, Biotechnology
and Food Sciences, Journal of Food Processing and Preservation, Journal of the
Institute of Brewing,
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Pelienie goscinnie funkcji edytora w dwéch numerach specjalnych w czasopismach
Catalysts (Special Issue: Microwave-Assisted Catalysis) oraz Processes (Special
Issue: Advances in Biomass Pretreatment),

Pehienie funkcji cztonka Reviewer Board czasopisma Foods (ISSN:2304-8158),
Czlonek Komitetu Doradczego w migdzynarodowej konferencji International
Conference on Fuel, Energy and Environment (ICFEE 2022) 9-10.06.2022
organizowanej przez Department of Automobile Engineering Kongu Engineering
College,

Udziat w projektach badawczych:

o Projekt badawczy finansowany w
(2020/37/B/NZ9/00372) — kierownik projektu,

ramach konkursu Opus 19 NCN

o Projekt badawczy finansowany w ramach konkursu Preludium 3 NCN

(2012/05/N/NZ9/02436) — kierownik projektu,

o Projekt badawczy finansowany przez MNiSW (N311 052 31/3420) —

wykonawca projektu,

- 3-miesieczy staz naukowy w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii

Politechniki L.odzkie;.

W latach 2013, 2015, 2017, 2019 moja aktywnos$¢ naukowa zostala doceniona przez witadze
uczelni i przyznano mi wyrdznienia oraz nagrody indywidualne 111 stopnia Rektora
Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego za dziatalno$¢ naukowa oraz uzyskanie projektu

badawczego (zalacznik 3.8.).

Zestawienie dorobku naukowego (na dzien 08.05.2023)

Dane Przed uzyskaniem | Po uzyskaniu Suma
tytutu doktora tytutu doktora

Liczba artykuléw w czasopismach ogdtem 9 24 33
- z listy JCR 8 23 31
- spoza listy JCR 1 1 2
Liczba doniesien konferencyjnych 12 (5) 22 (22) 34 (27)
(w tym w jez. angielskim)
Liczba zrealizowanych projektow 2 (11) 1 (1/0) 3(2/1)
(w tym jako kierownik/wykonawca)
Sumaryczna warto$¢ wspotczynnika 18,026 113,958 131,984
oddzialywania Impact Factor*, w tym:
- dla publikacji stanowigcych osiagniecie 0 43,250 43,250
naukowe
- dla pozostatych publikacji 18,026 70,708 90,456
Liczba punktow MEIN**, w tym: 222 2388 2610
- dla publikacji stanowigcych osiagnigcie 0 765 765
naukowe
- dla pozostatych publikacji i innych prac 222 1623 1845
naukowych
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Liczba recenzji artykutéw naukowych 0 80 80
Liczba cytowan (bez autocytowan):

- wg Web od Science 47 (38) 318 (263) 365 (301)
- wg Scopus 51 (40) 365 (308) 416 (348)
Indeks Hirscha (bez autocytowan):

- wg Web od Science 3(3) 10 (10) 10 (10)
- wg Scopus 3(3) 10 (10) 10 (10)

* Impact Factor zgodny z roku opublikowania

** punktacja prac opublikowanych w latach 2019-2021 zgodna z wykazem stanowigcym zatgcznik do komunikatu
MEIN z dnia 9 lutego 2021 r., natomiast punktacja prac opublikowanych w 2018 roku zgodna z wykazem
opublikowanym w komunikacie MNiSW z dnia 25 stycznia 2017 r.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowg albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegoOlnoSci zagranicznej.

Moja aktywno$¢ naukowa poza miejscem mojego zatrudnienia, zwigzana byla glownie
Zz dwoma krajowymi wyjazdami naukowymi do Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
oraz Politechniki Lodzkie;j.

Pierwszy z nich odbyt si¢ w okresie 21.09.- 02.10.2020 r. i obejmowat nawigzanie wspolpracy
naukowej z pracownikami Katedry Technologii Fermentacji i Zbdz, Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu (zalacznik 3.9. — potwierdzenie pobytu). Celem pobytu byto
uczestniczenie w realizacji badan dotyczacych wptywu dodatku wyttokoéw z biatych winogron
odmiany Solaris do fermentujgcego piwa na sktad lotnych produktow ubocznych fermentacji
alkoholowej oraz zwigzkow fenolowych w gotowym piwie. Oceniono rowniez efekt dodatku
wytlokéw z winogron wykorzystywanych w produkcji wina do brzeczki browarniczej, na
wlasciwosci antyoksydacyjne otrzymanego piwa. W trakcie badan analizowano sktad lotnych
produktéw ubocznych fermentacji metoda GC-FID, sktad weglowodanow, etanolu, glicerolu
oraz kwasow organicznych metoda HPLC-RID oraz stezenie zwigzkéw fenolowych
I wlasciwo$ci antyoksydacyjne otrzymanych piw metodami spektrofotometrycznymi.
Zastosowanie dodatku wyttokéw z winogron wywarlo istotny wplyw na stezenie aldehydu
octowego w piwie. Dodatek 10 oraz 20% wytlokow z winogron do piwa spowodowat obnizenie
stezenia aldehydu octowego z wartosci 134,05 mg/l dla wariantu kontrolnego do poziomu
17,43-31,43 mg/l dla piw z dodatkiem wytlokow. Aldehyd octowy bedacy produktem
dekarboksylacji pirogronianu jest produktem posrednim w konwersji pirogronianu do alkoholu
etylowego. Jego obnizone stezenie w otrzymanych piwach z dodatkiem wytlokéw z winogron
jest prawdopodobnie efektem reakcji z antocyjanami wystgpujacymi w skorce winogron, ktora
prowadzi do powstania piranoantocyjanow. Dodatek wytlokow z winogron miat niewielki
wplyw na zmiang st¢Zenia analizowanych alkoholi wyzszych, jednak spowodowal wzrost
stezenia estrow tj. octan etylu oraz dekanian etylu. Stwierdzone wyzsze st¢zenie octanu etylu
w piwach z dodatkiem wyttokéw z winogron jest prawdopodobnie efektem podwyzszonego
stezenia glukozy uczestniczacej w biosyntezie tego estru. Wyzsze stezenie octanu etylu
w piwach z dodatkiem wytlokow niepasteryzowanych wskazuje na rozwdj mikroflory zdolnej
do produkcji octanu etylu oraz kwasu octowego. W piwach z dodatkiem wyttokéw z winogron
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stwierdzono wyzsze stezenie etanolu, co jest efektem wprowadzenia do brzeczki piwnej
dodatkowej ilosci cukrow fermentujacych. Przy zastosowaniu 20% dodatku wyttokow
Z winogron stwierdzono rowniez wzrost st¢zenia glicerolu o ok. 0,2 g/l bedacy reakcja drozdzy
na podwyzszone cisnienie osmotyczne. Zastosowanie dodatku wytlokéw z winogron do
brzeczki piwnej skutkowato podwyzszonym stezeniem kwasu jabtkowego w gotowym piwie,
co jest efektem wystgpowania tego kwasu organicznego w owocach winoro$li. Dodatek
pozostatosci z owocéw winorosli do fermentujacego piwa spowodowat wzrost wiasciwosci
antyoksydacyjnych gotowego produktu. W piwie otrzymanym z brzeczki z dodatkiem 20%
pasteryzowanych wyttokow z winogron stwierdzono 2,5-krotny wzrost st¢zenie zwigzkoéw
fenolowych oraz wlasciwosci antyoksydacyjnych. Uzyskane rezultaty wskazuja, ze
zastosowanie przy produkcji piwa dodatku odpadow winiarskich w postaci wyttokow
z winogron ma wpltyw na wzrost wilasciwosci antyoksydacyjnych gotowego produktu
I umozliwia uzyskanie gotowego napoju fermentowanego o podwyzszonych parametrach
prozdrowotnych. Efektem zrealizowanych badan w trakcie pobytu na Uniwersytecie
Przyrodniczym we Wroctawiu byta wspolna publikacja naukowa.

Artykut naukowy:

— Gasinski A., Kawa-Rygielska J., Mikulski D., Ktosowski G., Glowacki A., 2022.
Application of white grape pomace in the brewing technology and its impact on the
concentration of esters and alcohols, physicochemical parameters and antioxidative
properties of the beer. Food Chemistry, 367, 130646 (IF2021 — 9,231; pkt MEiN2021 —
200).

W okresie od 9 lipca do 10 pazdziernika 2021 r. odbytem rowniez 3-miesieczny staz krajowy
w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki L.0dzkiej (zalacznik 3.10. —
potwierdzenie pobytu), w celu realizacji badan dotyczacych zdolno$ci szczepoéw bakterii
z rodzaju Bacillus, izolowanych z fermentowanej soi w produkcji zwigzkow z grupy pirazyn.
Pirazyny sg grupg zwiazkow organicznych powstajacych m. in. w wyniku reakcji Maillarda.
Charakteryzuja si¢ zrdéznicowanym, intensywnym aromatem, gltownie o charakterze
orzechowo-pieczeniowym, ale moze wystepowaé rowniez nuta pieczonych ziemniakoéw lub
migdatowa i inne. Z tego powodu pirazyny znajduja zastosowanie jako naturalne dodatki
aromatyzujace do zywnosci w przemysle spozywczym. Pirazyny to heterocykliczne zwigzki
organiczne zawierajace dwa atomy azotu w pierscieniu. Alternatywa dla syntezy chemicznej
pirazyn jest ich biosynteza z uzyciem mikroorganizméw, umozliwiajaca otrzymywanie tych
zwigzkow w warunkach przyjaznych srodowisku. W biosyntezie pirazyn z wykorzystaniem
bakterii z rodzaju Bacillus, oprocz cukrow jako zrodia wegla, niezbedne jest dostarczenie
prekursorow pirazyn w postaci np. L-treoniny (prekursor 2,5-dimetylopirazyny) oraz acetoiny
(prekursor 2,3,5,6-tetrametylopirazyny). Wystepowanie w podtozu hodowlanym wskazanych
prekursorow moze rowniez stymulowa¢ produkcje innych pirazyn. z uwagi na stabo poznany
mechanizm biosyntezy tych zwigzkow przez rozne grupy mikroorganizmoéow. Efektywna
synteza mikrobiologiczna pirazyn wymaga jednak badan przesiewowych umozliwiajacych
izolacj¢ wydajnych szczepéw producenckich tych zwigzkéw. Celem badan byla ocena
zdolnos$ci szczepoéw bakterii Bacillus subtilis izolowanych z fermentowanej soi ,,natto” do
biosyntezy szerokiego spektrum alkilopirazyn. W trakcie badan wyizolowano 40 szczepoéw
bakterii zaliczanych do gatunku B. subtilis, co potwierdzono uzyciem nukleotydowej sekwencji
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16S rRNA. Roéznice wyizolowanych szczepow B. subtilis potwierdzono analizujac zmiennos¢
sekwencji alleli w obszarze locus pta (ang. phosphate acetyltransferase) z wykorzystaniem
metody MLST (ang. multi-locus sequence typing). Hodowla wyizolowanych szczepow bakterii
ukierunkowana na biosynteze pirazyn prowadzona byla z wykorzystaniem podlozy
modelowych zawierajacych prekursory pirazyn. Analize jakoSciowa i ilosciowa pirazyn
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki kapilarnej chromatografii gazowej z analiza fazy
nad-powierzchniowej sprz¢zonej z detektorem masowym (HS-GC/MS). Identyfikacje
zwigzkoéw w badanych prébach podtozy dokonywano przez poréwnanie otrzymanych widm
masowych z widmami masowymi substancji wzorcowych oraz widmami w bibliotece widm
masowych. Wykazano zdolno$¢ szczepoéw B. subtilis izolowanych z fermentowanej soi “natto”
w  produkcji  2-metylopirazyny, 2,3-dimetylopirazyny, 2,5-dimetylopirazyny, 2,6-
dimetylopirazyny, 2,3,5-trimetylopirazyny oraz 2,3,5,6-tetrametylopirazyny. Badania
przesiewowe umozliwity wyizolowanie dwoch szczepow B. subtilis zdolnych do produkciji
alkilopirazyn. Szczep BcP4 produkowat gtownie 2-metylopirazyne, 2,3-dimetylopirazyne oraz
2,6-dimetylopirazyne w sumarycznym stezeniu ok. 3200 pg/L. Natomiast szczep BcP21 jest
efektywnym producentem 2,5-dimetylopirazyny, 2,3,5-trimetylopirazyny oraz 2,3,5,6-
tetrametylopirazyny w catkowitym stezeniu 558 mg/L. Uzyskane rezultaty wskazuja na
zroznicowanie w zakresie predyspozycji szczepow B. subtilis do produkcji poszczegdlnych
alkilopirazyn. Wymagane sg jednak dalsze badania nad optymalizacjag warunkow biosyntezy
mikrobiologicznej (sktad podioza, parametry procesowe) gwarantujgcych wysoka wydajnos¢
procesu. Efektem realizacji stazu oprocz przedstawionej ponizej publikacji bylo réwniez
poznanie nowej techniki analitycznej HS-GC/MS wykorzystywanej w analizach biologicznych.

Artykut naukowy:
—  Klosowski, G., Mikulski, D., Pielech-Przybylska, K. 2021. Pyrazines biosynthesis by
Bacillus strains isolated from natto fermented soybean. Biomolecules 11, 1736 (IF2021

— 6,064; pkt. MEiN2021 — 100).

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

6.1. Dzialalnos¢ dydaktyczna

Moja aktywno$¢ dydaktyczny byla nierozlacznie zwigzana z prowadzonymi zajeciami
dydaktycznymi w Katedrze Biotechnologii UKW. Pracg¢ na stanowisku asystenta badawczo-
dydaktycznego rozpoczalem w roku 2009 i od samego poczatku bylem zaangazowany
W opracowanie i prowadzenie zaj¢¢ laboratoryjnych na nowo otworzonych kierunkach studiéw
tj. biotechnologia (I stopnia) oraz ochronie srodowiska (I stopnia). Bralem aktywny udziat
W przygotowaniu zaplecza dydaktycznego oraz opracowaniu zaje¢ laboratoryjnych dla
przedmiotow: Biotechnologia ogdlna, Inzynieria bioprocesowa, Chemia fizyczna, Technologie
fermentacyjne, Enzymologia dla kierunku biotechnologia | stopnia; Optymalizacja proceséw
fermentacyjnych dla kierunku biotechnologia II stopnia; Problemy inzynierii procesowej dla
kierunku ochrona $rodowiska 1 stopnia; Techniki chromatograficzne w monitoringu
srodowiska, Biopaliwa — technologie dla zrownowazonego rozwoju dla kierunku ochrona
srodowiska II stopnia oraz Biotechnologia dla kierunku biologia I stopnia i Technologie
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bioenergetyczne dla kierunku biologia Il stopnia. Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
w roku 2015 i zatrudnieniu na stanowisku adiunkta badawczo-dydaktycznego, zaangazowatem
si¢ w opracowanie | prowadzenie wyktadow oraz zajec laboratoryjnych dla przedmiotow tj.:
Odnawialne zrodla energii (wyktady) dla kierunku biotechnologia I stopnia, Degradacja
zwigzkéw wielkoczasteczkowych (wyklady i laboratoria), Biosurfaktanty otrzymywane
metodami biotechnologicznymi (wyktady) dla kierunku biotechnologia II stopnia; Podstawy
biokatalizy (wyktady i laboratoria) dla kierunku biologia II stopnia; Metody doskonalenia
szczepow przemyslowych (wyktady) zajecia realizowane w ramach przedmiotow
ogoblnouczelnianych. W sumie od roku 2009 zrealizowalem 4778 godzin dydaktycznych.
Pelnitem rowniez rolg¢ opiekuna prac magisterskich oraz promotora prac licencjackich
i magisterskich. Od roku 2015 bylem promotorem 6 prac licencjackich oraz 6 prac
magisterskich, dodatkowo bylem recenzentem 7 prac licencjackich oraz 10 prac
magisterskich. Bylem rowniez 4-krotnie opiekunem rocznika kierunku biotechnologia I lub 11
stopnia. W ramach aktywnosci dydaktycznej jestem od 2017 roku cztonkiem Rady Kierunku
Biotechnologia, ktérej zadaniem jest zatwierdzanie tematow prac licencjackich oraz
magisterskich, wprowadzanie modyfikacji programdéw ksztalcenia, modyfikacje efektow
uczenia, przygotowywanie corocznych sprawozdan dotyczacych realizacji programow
ksztalcenia na kierunku biotechnologia. Moja aktywno$¢ dydaktyczna zostala doceniona
i przyznano mi w dniu 18.07.2019 medal Komisji Edukacji Narodowej (legitymacja nr
168776 — zalacznik 3.11.).

6.2. Dzialalnos$¢ organizacyjna

Moja dziatalno$¢ organizacyjna rozpoczeta sie¢ w roku 2010 od bycia koordynatorem ,,Dni
Nauki”, czyli imprezy popularyzujacej nauke z ramienia Instytutu Biologii Eksperymentalne;
Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy (UKW). Rowniez w latach 2011 1 2012
petilem role¢ koordynatora ,,.Bydgoskiego Festiwalu Nauki” z ramienia Instytutu Biologii
Eksperymentalnej UKW oraz w roku 2012 bytem koordynatorem ,,.Drzwi Otwartych” dla
kierunku biotechnologia (zalacznik 3.12.). W okresie od 11.2014 do 09.2016 bytem cztonkiem
Rady Wydziatu Nauk Przyrodniczych (obecnie Biologicznych) UKW. Od roku 2015 bytem
zaangazowany w prace zespotow funkcjonujacych przy Instytucie Biologii Eksperymentalne;j
UKW: Zespotu Projakosciowego, Zespotu ds. Dydaktyki 1 Jakos$ci Ksztalcenia oraz Zespotu
ds. Nagrod dla Studentéw. W okresie 03.2017 do 09.2019 petnitem rowniez funkcjg¢ Zastepcy
Dyrektora Instytutu Biologii Eksperymentalnej (IBE), ktérego zadaniem byta organizacja zajec
dydaktycznych w IBE, dostosowywanie programéw ksztatcenia do wytycznych uczelnianych
i ministerialnych, dostosowywanie programow ksztatcenia do wymogoéow Polskich Ram
Kwalifikacji. W roku 2017 oraz 2018 jako Zastepca Dyrektora IBE bylem cztonkiem zespotow
przygotowujacych raporty samooceny dla kierunku biologia i biotechnologia oraz aktywnie
uczestniczytem w spotkaniach z zespotami oceniajacymi Polskiej Komisji Akredytacyjnej.
Peliac funkcj¢ Zastepcy Dyrektora IBE bylem rowniez:

— Czlonkiem Wydziatowej Komisji ds. Studenckich i Jakosci Ksztalcenia,

— Czlonkiem Wydzialowej Komisji ds. Nagréd 1 Wyrdznien dla Studentéw

I Absolwentow,
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— Czlonkiem Wydzialowej Komisji ds. Nagrod dla Pracownikéw Niebedacych
Nauczycielami Akademickimi,

— Przewodniczacym Instytutowego Zespotu ds. Dydaktyki i Jakosci Ksztatcenia.
W okresie od 10.2019 r. do 09.2020 r. bytem réwniez cztonkiem Rady Naukowej Wydziatu
Nauk Biologicznych. Zgodnie z Uchwatg nr 9/2019/2020 Senatu UKW z dnia 28 stycznia 2020
r. jestem w kadencji 2020-2024 cztonkiem uczelnianej Komisji Wyborczej, w ktorej petnig role
zastepcy przewodniczacego. Od roku 2021 jestem réwniez koordynatorem Wydzialu Nauk
Biologicznych ds. Wspolpracy z Gospodarka i w ramach petnienia obowigzkéw bytem
cztonkiem Doraznej Komisji ds. Opracowania Strategii Rozwoju Dyscypliny Naukowe;j
Wydzialu Nauk Biologicznych. Za dziatalno$¢ organizacyjng w latach 2019, 2021 oraz 2022
otrzymatem nagrody Rektora UKW (zalacznik 3.13.).

6.3. Dzialalno$¢ popularyzujaca nauke

W dziatalno$¢ popularyzujacg nauke bylem zaangazowany od samego poczatku pracy na
stanowisku naukowo-technicznym w Zakladzie Biotechnologii UKW. W roku 2009
wyglositem swoj pierwszy wyktad pt.: ,,Organizmy modyfikowane genetycznie (GMO) -
perspektywy i zagrozenia.” w trakcie trwajacych ,,Dni Nauki” (zalacznik 3.14.). W kolejnych
latach cyklicznie uczestniczylem w ,,Bydgoskim Festiwalu Nauki” organizowanym przez m.
in. Uniwersytet Kazimierza Wielkiego. W latach 2010 — 2018 w ramach ,,Bydgoskiego
Festiwalu Nauki” zorganizowalem warsztaty o nast¢pujagcych tytutach (zalacznik 3.15.):
,Biopaliwa — czyli na czym bedziemy jezdzi¢ w najblizszej przysztosci”
— ,,JJmmobilizacja mikroorganizméw, czyli jak unieruchamia si¢ komorki we
wspotczesnej biotechnologii.”

— ,,Biodiesel bez tajemnic, czyli wyprodukuj wtasne biopaliwo.”

— ,,Cytryna, papryka, czy kapusta kiszona, gdzie kryje si¢ wigecej kwasu askorbinowego.”

- ,,Jak ztapa¢ komoérki w putapke.”

- ,,Wyscig drozdzy.”

- ,,ITrzy, dwa, jeden - drozdze na start!”

— ,,Barwniki fotosyntetyczne, czyli dlaczego rosliny sg zielone.”

— ,,Reakcje redoks w barwnej odstonie”
W roku 2013, na zaproszenie Zespotu Szkot Ogolnoksztatcacych nr 1 w Chelmnie wyglositem
wyktad popularnonaukowy w trakcie Debaty Oxfordzkiej pt.: ,,Organizmy transgeniczne
(GMO), czyli cele modyfikacji organizmoéw zywych.” (zalacznik 3.16.). W ramach wspolpracy
z Gimnazjum nr 1 im. Kazimierza Jagiellonczyka w Cztuchowie w roku 2015 przeprowadzitem
warsztaty pt.: ,,Otrzymywanie biodiesla z wykorzystaniem transestryfikacji oleju roslinnego”
(zalacznik 3.17.). Rowniez w roku 2015 z tego samego zagadnienia zorganizowalem zajecia
laboratoryjne dla dzieci ze szkét uczestniczacych w Partnerskim Projekcie Szkot Comenius
LLP 2013-2015 w ramach programu ERASMUS+ (zalacznik 3.18.). W latach 2019 — 2022
zrealizowatem seri¢ warsztatow dotyczacych produkcji  biodiesla oraz rozdzialu
chromatograficznego barwnikéw fotosyntetyzujacych w ramach wspotpracy uczelni ze
szkolami z regionu kujawsko-pomorskiego w projekcie ,.Z przyroda za pan brat”
(POWRO03.01.00-00-T216/18) finansowanym przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.
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Dodatkowo sprawowatem opieke naukowa na studentami prezentujacymi wyniki swoich badan
w trakcie cyklicznie organizowanej konferencji studenckiej ,,Biotechnologia: dzi§ na
Uniwersytecie Technologiczno-Przyrodniczym, jutro w regionie kujawsko-pomorskim.”.
W latach 2011 — 2014 oraz 2017 — 2018 studenci bedacy pod moja opieka merytoryczng
(petnienie funkcji promotora lub opiekuna pracowni magisterskiej) prezentowali badania o
nastgpujacej tematyce:

7.

»Wplyw zastosowania réznych form azotu oraz pozywek mineralnych na przebieg
I wydajnos$¢ fermentacji alkoholowej oraz sktad lotnych produktéw ubocznych.”
(Gorska B., Ktosowski G., Mikulski D.) 2011.

,Ocena wplywu immobilizacji szczepu D-2 drozdzy Saccharomyces cerevisiae
W alginianie wapnia na tolerancje stresu osmotycznego 1 podwyzszonego stezenia
etanolu.” (Rolbiecka A., Grykier J., Klosowski G.) 2012.

»Wplyw dodatku inozytolu oraz fosforu na stan fizjologiczny oraz aktywnos¢
fermentacyjng drozdzy Saccharomyces cerevisiae.” (Matusiak M., Mikulski D.,
Miklaszewska) 2012.

»Analiza wybranych wlasciwosci fizyko-chemicznych piw dostepnych w handlu
detalicznym.” (Mankowski A., Mikulski D., Ktosowski G.) 2013.

,»Ocena zdolnosci produkcji fitaz przez wyselekcjonowane szczepy drozdzy z rodzaju
Saccharomyces.” (Milczek K., Mikulski D., Ktosowski G.) 2014.

»Ocena mozliwosci wykorzystania biomasy zytniego wywaru gorzelniczego do
produkcji etanolu celulozowego z wykorzystaniem kwasowej obrobki wstepnej.”
(Grykier D., Mikulski D., Ktosowski G.) 2017.

,Reakcja metaboliczna drozdzy S. cerevisiae szczep Ethanol Red na stres
srodowiskowy wywotany podwyzszonym st¢zeniem furfuralu.” (Jankowiak O.,
Grykier D., Przygocka A., Mikulski D.) 2017.

,,Optymalizacja warunkéw hodowli wgtebnej (SmF) natywnych drozdzy S. cerevisiae
ukierunkowanej na produkcje fitaz.” (Jankowiak O., Mikulski D., Ktosowski G.) 2017.
»Wplyw zastosowania ultradzwickéw w trakcie obrobki wstepnej biomasy wywardw
gorzelniczych roznego pochodzenia na wydajnos¢ procesu hydrolizy celulozy” 2018.
,,.Biatka HSP jako indykator stresu chemicznego u drozdzy S. cerevisiae wywotanego
obecnoscig produktow ubocznych obrobki wstepnej biomasy lignocelulozowej”
(Menka A., Mikulski D., Ktosowski G.) 2018.

,Ocena przydatno$ci ziarna szartatu wyniostego (Amaranthus cruentus L.) jako
surowca do produkcji etanolu z wykorzystaniem fosfohydrolaz.” (Grubich J.,
Ktosowski G., Mikulski D.) 2018.

Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé¢ inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

W trakcie Kkariery zawodowej, oprocz aktywnosci badawczo-dydaktycznej, staratem sig
réwniez wspotpracowaé z otoczeniem spoteczno-gospodarczym. Efektem wspoipracy byto
wykonanie licznych ekspertyz oraz analiz zleconych dla nastgpujacych przedsigbiorstw:

Gospodarstwo Rolne Radzicz (obecnie Gorzelnia Radzicz),
KRAJAN Browary Kujawsko-Pomorskie Sp. z 0. 0.,
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— Skup Zb6z Produkcja Mak Gorzelnia Kgsowo,

— BIOAGRAS.A.

Wykonane ekspertyzy dotyczyly analizy stezenia zwiazkéw karbonylowych w prébach
spirytusu surowego, oceny wydajnosci podstawowych oraz nietypowych surowcow
wykorzystywanych w przemysle gorzelniczym, analizy sktadu lotnych produktow ubocznych
W spirytusie surowym oznaczanych metoda kapilarnej chromatografii gazowej, oceny
efektywnosci modyfikacji chemicznej sktadu lotnych produktow ubocznych fermentacji
alkoholowej, oceny mozliwosci wydtuzenia stabilnosci produktu (poprawy stabilno$ci
koloidalnej piwa).

W trakcie kariery zawodowej uczestniczytem rowniez w licznych seminariach 1 szkoleniach t;.:

,Kierunki rozwoju odnawialnych zrodet energii w regionach.” 27.03.2009 r.,

— ,.Najnowsze rozwigzania dla laboratoriow chemicznych XXI wieku” zorganizowane
przez firme¢ Merck Sp. z 0.0. 29.09.2009 r.,

— ,,Zapewnienie jako$ci wynikow badan mikrobiologicznych” zorganizowane przez firme
Merck Sp. z 0.0. 27.10.2009 r.,

— ,,Optymalizacja  produkcji biomasy 1 zwigzkbw  biologicznie  czynnych
W bioreaktorach.” zorganizowanym przez firm¢ Labo Baza oraz uczestnictwo
w targach EUROLAB 4.03.2010 .,

— ,,0d pomystu do projektu — myslenie projektowe.” organizowanym przez Biuro
Wspoétpracy Miedzynarodowej] UKW Punkt Kontaktowy ds. Programéw Ramowych
UE Uniwersytet Kazimierza Wielkiego 15.12.2010 r.,

- Serwis CORDIS dla zapracowanych” organizowanym przez Biuro Wspotpracy
Mi¢dzynarodowej UKW Punkt Kontaktowy ds. Programéw Ramowych UE
Uniwersytet Kazimierza Wielkiego 7.04.2011 r.,

— ,,Spotkanie z organizacjami finansujacymi badania naukowe” zorganizowanym przez
Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej w dniu 23.05.2014 r.,

— ,Zasady prawidlowej realizacji projektow w zakresie zamowien publicznych oraz
komercjalizacji wynikow prac B+R” organizowanym przez Dzial Nauki UKW w dniu
14.03.2016 1.,

— ,Ekstrakcja 1 oczyszczanie biatka z materialu biologicznego” organizowanym przez
firme¢ Merck w dniu 30.04.2021 r.

(podpis wnioskodawcy)
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