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z dnia 22.12.2015 r. Realizowany w latach 2016 — 2020. Koordynator Projektu w UL — Dr
hab. Zdzistawa Romanowska-Duda Prof. UL., warto$¢ catkowita zadania UL — 963.750,00 z1.
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5. NAGRODY I WYROZNIENIA

Ztoty Medal na 18th International Innovation Exhibition ARCA 2020, “Method of Preparing
Media for the Cultivation of Aquatic Macrophytes from the Lemnaceae Family”. 15-17
listopada 2020 r., Zagrzeb, Chorwacja.

Pierwsza nagroda dla A. Pszczotkowska, Z. Romanowska-Duda, M. Grzesik,
W. Pszczotkowski, K. Piotrowski za prace pt. ,,Zastosowanie biomasy mikroglonéw
w agrotechnologii uprawy roslin energetycznych” prezentowang na Migdzynarodowe]
Konferencji Naukowej ,,Technologia uprawy mikroglonéw w bioreaktorach zamknigtych

z recyklingiem COz i innych odpadow z biogazowni". Cz¢stochowa, 17-20.11.2015.
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6. WYKAZ ZGLOSZEN PATENTOWYCH

P.433932 z 13.05.2020 r. Spos6b otrzymywania medium do hodowli kultur in vitro roslin

wodnych na bazie odciekow z biogazowni w procesie gospodarki cyrkulacyjne;.

P. 427546 z 26.10.2018 r. Sposob przygotowania mediow do hodowli makrofitéw wodnych

z rodziny Lemnaceae.
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7. PRACE ORGANIZACYJNE NA RZECZ WYDZIALU BiOS
UNIWERSYTETU LEODZKIEGO

Udziat w debacie telewizyjnej w TVP3 dotyczacej Odnawialnych Zrédet Energii — Debata
Ekspercka. Emisja programu — 13 czerwca 2014 godz. 19.05 TVP3. Wspoélpraca z Centrum

Badan i Innowacji Pro-Akademia, Centrum Transferu Technologii.

Udziat w realizacji filmu promujacego Wydziat BiOS UL, majacym na celu zachecié

licealistow do studiowania na naszym Wydziale. 21 maj 2014r.

Wystapienie na XIV Forum Klastra Bioenergia dla Regionu, pt. Polsko-motdawska
wspotpraca w zakresie OZE, w tym biomasy i biogazu, 27.11.2014, Lo6dz. Wspodtpraca

z Centrum Badan i Innowacji Pro-Akademia, Centrum Transferu Technologii.
Udziat w Warsztatach Konfokalnej Mikroskopii Ramanowskiej, AFM, TERS, L.6dz 2014.

Nawigzanie wspOtpracy z Instytutem Naukowym w Karaman Belediyesi w Turcji. £.6dz 2014.
Prezentacja multimedialna na Wydziale BiOS: Opracowanie innowacyjnych technologii do

uprawy roslin energetycznych.

I Miedzynarodowy Kongres ,todzkie Energetyczne 20147, 25-27.06.2014, Lodz,

reprezentant UL Wydzial BiOS. Wspotorganizator stanowiska reklamowego.

I Migdzynarodowy Kongres ,todzkie Energetyczne 20157, 8-10.06.2015, %Lodz,

reprezentant UL Wydziat BiOS. Wspotorganizator stanowiska reklamowego.

Udzial w debacie w ramach XV Forum Klastra Bioenergia dla Regionu, poswieconym
ustawie o OZE w Centrum Transferu Technologii, 16.04.2015 r., Lodz. Wspotpraca

z Centrum Badan i Innowacji Pro-Akademia, Centrum Transferu Technologii.

Udziat w IV Miedzynarodowym Kongresie Biogospodarki w Lodzi, 6-7 pazdziernika 2016 r.
Reprezentant Wydziatu BiOS UL.

Udzial w Warsztatach organizowanych przez Instytutu Kreatywnej Biologii na Wydziale
BiOS UL, prowadzenie zaje¢ pt. ,,Wplyw metali ciezkich na $rodowisko wodne na
przyktadzie makrofitow” - projektu skierowanego do uczniéw szkét ponadpodstawowych

(gimnazja i licea), semestr ziomy 2019 i semestr letni 2020.
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8. STRESZCZENIE

Zachodzace 1 czgsto nieprzewidywalne zmiany klimatyczne 1 $rodowiskowe
wymagaja opracowania innowacyjnych technologii oraz proceséw adaptacyjnych w produkcji
rolniczej. Dlatego celem prezentowanych do§wiadczen byto zbadanie wptywu biopreparatow:
Biojodis 1 Asahi SL oraz mieszanin monokultur Navicula sp. (Bacillariophyceae)
1 nietoksycznych Cyanobacteria: Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105,
Anabaena variabilis na wzrost 1 rozwo6j roslin energetycznych wybranych gatunkow
uprawianych w niesprzyjajacych warunkach klimatycznych 1 okreslenie mozliwos$ci
niwelowania ich negatywnego oddzialywania na plon i jako$¢ otrzymanej biomasy. Zatozono,
Ze ograniczenie stosowania syntetycznych nawozdw 1 zastgpienie ich biopreparatami oraz
produktami powstaltymi na bazie materii organicznej zwigkszy odpornos¢ roslin na
negatywny wplyw stresu srodowiskowego, wptynie korzystnie na rozwoj i plonowanie roslin,
obnizy koszty uprawy i przyczyni si¢ do zmniejszenia skazenia Srodowiska. Materiatem
ros$linnym wykorzystanym w do$wiadczeniach byly: wierzba wiciowa (Salix viminalis L.),
stonecznik bulwiasty (Helianthus tuberosus L1.) 1 §lazowiec pensylwanski (Sida
hermaphrodita L. Rusby). Ekstrakty naturalne aplikowano do ro$lin w trzech wariantach:
podlewanie, opryskiwanie (aplikacja dolistna) oraz jednoczesne podlewanie i opryskiwanie.
W ramach badaf co 2 tygodnie oznaczono: wysoko$¢ roslin, indeks zawartosci chlorofilu,
aktywno$¢ wymiany gazowej u roslin (fotosynteze netto, transpiracjg, przewodnos¢
szparkowa oraz stezenie migdzykomérkowe CO2), a pod koniec sezonu wegetacyjnego
wykonano analize: $wiezej 1 suchej biomasy. Oceniono rowniez aktywno$¢ enzymatyczng
fosfatazy kwasnej (pH=6,0) 1 zasadowej (pH=7,5), RNazy, dehydrogenaz, a takze okreslono
integralno$¢ bton cytoplazmatycznych. Uzyskane wyniki potwierdzity pozytywny wpltyw
biopreparatow na wzrost i rozwoj uprawianych ro$lin. Analizowane parametry fizyko-
chemiczne, charakteryzowaty si¢ wyzszymi wartosciami o 15-20% w pordwnaniu z kontrola.
Zastosowane ekstrakty Novicula sp. 1 Cyanobacteria stymulowaty wzrost i rozwoj roslin, co
zostato potwierdzone w zwigkszonej ich wysoko$ci i plonie biomasy oraz aktywnosci
metabolicznej. Wykorzystanie naturalnych preparatow moze by¢ alternatywa dla nawozéw
chemicznych 1 jest uwazane za jedng z obiecujacych strategii w ekologicznej 1 integrowane;j

uprawie roslin.
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Plan doswiadczenia

wierzba wiciowa éla.zowiec pensylw?ﬁski stonecznik bulwiasty
(Salix viminalis L.) (Sida hermaphrodita L. (Helianthus tuberosus L.)
Rusby)

P 0
!

Wariant I — pokéj wegetacyjn Wariant II — szklarnia (temp. Wariant III — pole (warunki
(warunki kontrolowane). zalezna od pogody), Wilgotno$¢ zalezne od pogody), Wilgotnos¢
Wilgotnos¢ gleby — 30% (stata gleby - stosowana co trzy tygodnie na gleby — zalezna od pogody,
warto$¢) i zmienna od 20 do 60%, przemian: susza glebowa (20% temperatura — zalezna od pogody,
temperatura — 10°C, 20°C, 40°C, wilgotnos¢ gleby) i nadmierne nastonecznienie — zalezne od
temperatury zmienne od -5 do 40°C,  uwilgotnienie gleby (60% wilgotno$¢  pogody, pory dnia, pory roku.
fotoperiod (16h-§wiatto, 8h — gleby), nastonecznienie — zalezne od
ciemno$¢) SON-T AGRO 400 W. pogody, pory dnia, pory roku.

Aplikacja biopreparatami oraz monokulturami Navicula sp. i Cyanobacteria w formie:
podlewania i aplikacji dolistnej (oprysk), nawozenia doglebowego i dolistnego.

Cyanobacteria
Biojodis: Asahi SL %Z:?cl;l;‘lltlsl;y (/.lvnabaena sp.
0%; 1%; 2%; 3% 0%; 0,2%; 0,4%; 0,8% 0%: 0,5%; 1% Trebon-, Microcystis
aeruginosa MKR
0105, Anabaena

variabilis)

Produkcja energii z biomasy stonecznika bulwiastego
(Helianthus tuberosus L.)- toryfikacja

BIOWEGIEL
BIOMASA * REAKTOR —‘

toryfikacja ‘
TORGAZ
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ABSTRACT

The occurring and often unpredictable climate and environmental changes force us to
develop innovative technologies and adaptation processes in agricultural production.
Therefore, the aim of the presented experiments was to investigate the effect of
biopreparations: Biojodis and Asahi SL and mixtures of Navicula sp. (Bacillariophyceae)
monocultures and non-toxic Cyanobacteria: Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa
MKR 0105, Anabaena variabilis on the growth and development of energy plants of selected
species in unfavorable climatic conditions and to determine the possibility of eliminating their
negative impact on the yield and quality of obtained biomass. It was assumed that limiting the
use of synthetic fertilizers and replacing them with biopreparations and products based on
organic matter will increase plant resistance to the negative impact of environmental stress,
will positively affect plant development and yield, lower cultivation costs and contribute to
reducing environmental contamination. The plant material used in the experiments were:
willow (Salix viminalis L.), jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) and virginia
mallow (Sida hermaphrodita L. Rusby). Natural extracts were applied to plants in three
variants: watering, spraying (foliar application) and simultaneous watering and spraying.
Every 2 weeks, the following were determined: plant height, chlorophyll index, gas exchange
activity in plants (net photosynthesis, transpiration, stomatal conductivity and intercellular
CO2 concentration), and at the end of the growing season, the analysis of fresh and dry
biomass was performed. The enzymatic activity of acid (pH=6.0) and alkaline phosphatase
(pH=7.5), RNase, dehydrogenases was also assessed, and the integrity of cytoplasmic
membranes was determined. The obtained results confirmed the positive effect of
biopreparations on the growth and development of cultivated plants. The analyzed physical
and chemical parameters were characterized by higher values by 15-20% compared to the
control. The applied extracts of Navicula sp. and Cyanobacteria stimulated the growth and
development of plants, which was confirmed by their increased height and yield of biomass
and metabolic activity. The use of natural preparations can be an alternative to chemical
fertilizers and is considered one of the promising strategies in organic and integrated plant

cultivation.

20



10. WYKAZ SKROTOW

EUROSTAT - European Statistical Office, Europejskie Biuro Statystyczne
IEA — International Energy Agency, Migdzynarodowa Agencja Energii
OW — Obszary Wiejskie

OZE — Odnawialne Zrodta Energii
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11. WSTEP

11.1. Globalne zmiany klimatyczne

Klimat jest podstawowym elementem przyrody determinujagcym zréwnowazony
rozw0j spoteczenstwa poprzez wplywanie bezposrednio i posrednio na gospodarke, w tym na
rolnictwo catego $wiata. Naukowcy zgadzaja si¢, co do tego, ze zachodzgce w ostatnim
okresie niekorzystne zmiany klimatyczne stanowia coraz wigksze zagrozenie dla
wspotczesnego rolnictwa, a ich wystepowanie coraz czg$ciej jest nieprzewidywalne, nagle
i ekstremalne, co niesie ze sobg katastrofalne skutki. Globalne zmiany pogodowe
1 srodowiskowe, powodujag znaczacy spadek plonéw roslin  uprawnych, w tym
energetycznych. Wielorakie, niekorzystne dzialania antropogeniczne zanieczyszczaja
atmosfer¢ poprzez nadmierng emisj¢ dwutlenku wegla, co w konsekwencji skutkuje
powstaniem globalnego ocieplenia prowadzacego do znacznych zmian klimatu, w tym
temperatury. W latach 90tych XX wieku dowiedziono, ze ostatnio zmiany te s3 znacznie
wigksze 1 zachodza duzo szybciej w wyniku wzmozonej aktywnos$ci gospodarczej cztowieka,
co w wielu przypadkach wptywa niekorzystnie na §rodowisko. Najistotniejszym dokumentem
w zakresie ograniczen zwigzanych z emisjg dwutlenku wegla jest Protokot z Kyoto z 1998
roku [1]. Dokument ten stanowi uzupetnienie Ramowej Konwencji Narodow Zjednoczonych.
Jednak mig¢dzynarodowe dziatania podje¢te na duza skale w tamtym czasie, nie przyniosty
zadnych efektow, co wida¢ po wzroscie emitowanego do atmosfery dwutlenku wegla po roku
2000. Co wigcej, wiele krajow nie podjeto zadnych zobowigzan co do redukcji emisji COsa.
Konsekwencja lekcewazenia probleméw $rodowiskowych byl i nadal jest coraz szybszy
przyrost CO2 w atmosferze, co bezposrednio wplywa na wzrastajaca intensywno$¢ globalnych
zmian klimatycznych. W efekcie pojawiaja si¢ nowe problemy w produkcji zywnosci,
relokacja szkodnikow i chorob roslin uprawnych, a takze wzrost kosztow ich wytwarzania.
W ostatnich kilkunastu latach pojawili si¢ nowi liderzy w produkcji CO2 (Chiny 1 Indie) -
kraje o najszybszym wzro$cie gospodarczym, ale i tym samym produkujacy najwigcej
dwutlenku wegla emitowanego do atmosfery. Wedtug Migdzynarodowej Agencji ds. Energii
(IEA) i miedzynarodowej platformy Global Carbon Atlas, mimo coraz wigkszego udziatu
OZE w produkcji energii, wzrost produkcji CO2 nie zmniejszyt si¢, a w wielu krajach ulegt

zwigkszeniu.
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Najwigksi emitenci CO2 na §wiecie w 2018 r. — Zrédto: Global Carbon Project raport 2019
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Emisje CO2 w Polsce w latach 1960-2018 / Zrédto: Biuro Analiz, Dokumentacji
1 Korespondencji, Kancelaria Senatu 2020

Najwigkszym 1 najszybciej odczuwalnym efektem globalnego ocieplenia jest wzrost
$rednich temperatur na §wiecie. Ekstremalne upatly, topnienie lodowcoéw, wzrost poziomu

wod morskich i oceanow, spadek poziomu wod gruntowych, poszerzanie si¢ stref pustynnych
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stawia przed spoteczenstwami calego $wiata nowe wyzwania. Minimalizowanie skutkéw
powyzszych zagrozeh jest priorytetem dla nowoczesnego rolnictwa 1 przemystu
energetycznego, w tym OZE. Zasieg oraz rozmiar negatywnych skutkow zmian
srodowiskowych uzalezniony jest w znacznym stopniu od warunkéw spoteczno-
ekonomicznych, geograficznych czy klimatycznych danego regionu [2]. Naglte zmiany
temperatury powietrza i obiegu wody w srodowisku naturalnym powoduja nieprzewidywalne
konsekwencje w odniesieniu do funkcjonowania wigkszosci ekosystemow, szczegélnie
w tych zwigzanych z dziatalno$cig cztowieka i produkcja biomasy roslin energetycznych.
Jedyna szansa na ograniczenie negatywnych skutkéw anomalii klimatycznych oraz strat
w produkcji rolniczej jest opracowanie odpowiedniej agrotechnologii w rolnictwie oraz
innowacyjnych technologii we wszystkich sektorach gospodarki, zapobiegajacych

postepujacym niekorzystnym zmianom klimatycznym.

11.2. Udzial biomasy roslin energetycznych w bilansie OZE

Zgodnie z dyrektywa UE, w bilansie energetycznym udzial energii ze zrddet
odnawialnych powinien stanowi¢ w najblizszym czasie co najmniej 20%. Dane opublikowane
przez agencje EUROSTAT wskazuja, ze w Polsce w 2019 roku udzial OZE w produkcji
energii brutto wynosit 12,16%, podczas gdy pozyskana z wegla kamiennego stanowita 40%
z wegla brunatnego - 5%, ropy naftowej - 25,6% 1 gazu ziemnego - 15% catego bilansu
energetycznego. Przewiduje si¢, Ze obok produkowanej przez systemy fotowoltaiczne 1 farmy
wiatrowe, przewazajaca jej ilo$¢ bedzie pochodzila z biomasy roslinnej, pozyskiwanej
z biezacej produkcji rolniczej 1 lesnej oraz w istotnym stopniu z plantacji ro$lin
energetycznych. Polska ze wzgledu na znaczne zasoby gleb $redniej klasy, nieuzytkow
rolnych oraz terendow na ktorych zaprzestano uprawy roslin konsumpcyjnych ma najwigkszy
w catej UE potencjal w zakresie rolnictwa energetycznego. Dotychczasowe wyniki badan
wskazaty, ze produkcja biomasy energetycznej na glebach stabych i zdegradowanych
w niekorzystnych warunkach klimatycznych jest mozliwa pod warunkiem zastosowania
innowacyjnych technik rolniczych z wykorzystaniem naturalnych $rodkoéw biologicznych,
ktére majg korzystny wplyw na wzrost i rozwdj roélin i nie zanieczyszczaja srodowiska.

W Polsce istnieja odpowiednie warunki Srodowiskowe i agrometeorologiczne do
wyprodukowania biomasy roslinnej w znacznych ilo$ciach, ktora po przetworzeniu na energie
zapewni bezpieczenstwo energetyczne kraju. Odnawialne Zrdodia energii stanowig istotng
szans¢ dla rozwoju polskiej gospodarki, w tym obszarow wiejskich (OW) w dtugofalowej

perspektywie. Jednym z wazniejszych zadan w produkcji roslin energetycznych jest dobor
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odpowiednich gatunkow roslin i metod ich upraw w warunkach zmieniajgcego si¢ klimatu.
Biomasa roslinna moze by¢ wykorzystana na cele energetyczne, mi¢dzy innymi do produkcji
biogazu, bezposredniego spalania w celach grzewczych w postaci trocin, zrebkdéw drzewnych,
peletu i brykietu drzewnego oraz do produkcji toryfikatu (biowegla), ktory charakteryzuje si¢
korzystniejszymi parametrami cieplnymi i jednoczes$nie moze by¢ wykorzystany w rolnictwie
jako bionawo6z. Opracowanie wysoko wydajnych technologii jej produkcji w roéznych
warunkach $rodowiskowych zmieniajacego si¢ klimatu na glebach stabych, daje mozliwos$ci
uzyskania wysokich plonéw oraz duza zawarto$¢ roéznych zwiazkéw przydatnych
w gospodarce 1 stwarza perspektywy wykorzystania roslin energetycznych w szerokim

zakresie w przemysle energetycznym, spozywczym, paszowym, medycznym i rolnictwie.

11.3. Charakterystyka wybranych gatunkow roslin energetycznych

Najistotniejszym elementem w produkcji biomasy, a tym samym propagowaniu
produkcji energii odnawialnej z OZE jest dobor odpowiednich gatunkow ro$lin
energetycznych. Rosliny te musza spetnia¢ odpowiednie kryteria, z ktorych najwazniejsze jest
warto$¢ opatowa 1 plon wytworzonej biomasy. Uprawa ro$lin powinna by¢ rentowna
i ekonomiczna oraz charakteryzowaé si¢ wysokim stopniem plonowania, odpornoscia na
niekorzystne, zmienne warunki atmosferyczne i czynniki chorobotworcze. Ze wzgledu na
duze perspektywy uprawy w Polsce na cele energetyczne materiatem ros§linnym
wykorzystanym w do$wiadczeniach byly: wierzba wiciowa (Salix viminalis L.), stonecznik

bulwiasty (Helianthus tuberosus L.), §lazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita L. Rusby).

11.3.1. Wierzba wiciowa (Salix viminalis 1.)

Sposrdd roslin energetycznych w Polsce i Europie najczgsciej wykorzystywana jest
biomasa pozyskana z wierzby wiciowe] (Salix viminalis L.). Roslina ta ro$nie przede
wszystkim w klimacie umiarkowanym i chtodnym na poétkuli péinocnej, a kilka gatunkéw
rowniez na potkuli poludniowej. W Polsce roslina ta reprezentowana jest przez 28 gatunkow
[3]. Wierzba wiciowa, czgsto okreslana jest jako wierzba energetyczna, charakteryzuje si¢
szybkim wzrostem oraz stosunkowo tatwym rozmnazaniem przez sadzonki. Najlepiej plonuje
na terenach lekko kwasnych o wartosci pH 5-6,5 i moze by¢ uprawiana na stabych glebach
nie wykorzystywanych w celach zywnosciowych. Wierzba nalezy do roslin wodolubnych
i najefektywniej rozwija si¢ na obszarach podmoktych oraz na terenach bogatych w cieki
wodne. Dzieki wysokiemu potencjatowi do kumulacji substancji szkodliwych w tym metali
cigzkich, stanowi ona idealne rozwigzanie do nasadzenia w formie paséw ochronnych przy

zaktadach przemystowych czy wzdhuiz szlakéw komunikacyjnych [4]. Rosliny tego gatunku
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dorastajg do 8 m wysokos$ci i w optymalnych warunkach ich tempo wzrostu jest 10-krotnie
wyzsze w poréwnaniu z sosng i $wierkiem [5]. Polepszenie warunkow dla wzrostu wierzby,
poprzez wiaczenie do uprawy naturalnych substancji stymulujacych, moze wplynaé
korzystnie na parametry jakosciowe i fizjologiczne oraz wigor roslin, co w konsekwencji

spowoduje osiagnigcie znacznych plonéw biomasy.

11.3.2. Slonecznik bulwiasty (Helianthus tuberosus L.)

Stonecznik bulwiasty, (syn. topinambur) to dlugowieczna bylina nalezaca do rodziny
astrowatych, pochodzaca z Ameryki Potnocnej. Walory smakowe 1 ozdobne spowodowaty
rozpowszechnienie tej rosliny na wielu kontynentach. Stonecznik bulwiasty zwrocit uwage
naukowcow 1 rolnikéw jako roslina o znacznym potencjale energetycznym. Bulwy
topinamburu cechuja si¢ wysoka wartoscig odzywcza i w wielu krajach Europy staly si¢
alternatywg dla ziemniakow. Ze wzgledu na mate wymagania glebowe, wysokie tempo
wzrostu 1 odporno$¢ na niekorzystne warunki atmosferyczne jest polecany do uprawy
w celach spozywczych 1 energetycznych na wielu obszarach, bioragc pod uwage jego
inwazyjne wlasciwosci. Ze wzgledu na swoje specyficzne wlasciwosci fitoremediacyjne,
wykorzystywany jest rowniez w rekultywacji gleb zasolonych, zanieczyszczonych metalami
cigzkimi 1 na terenach goérniczych [6]. W krajach Unii Europejskiej bulwy stonecznika
stanowig surowiec do produkcji bioetanolu wykorzystywanego jako biopaliwo oraz innych

gateziach przemystowych w tym gospodarce energetyczne;.

11.3.3. Slazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita L. Rusby)

Slazowiec pensylwanski jest wieloletnia ro$ling pochodzaca z Ameryki Pdomocnej
o bardzo wysokim potencjale produkcyjnym z przeznaczeniem na cele energetyczne.
W Polsce wykorzystywany jest przede wszystkim w przemysle celulozowo-papierniczym
1 pszczelarskim oraz jako suplement do pasz hodowlanych. Ze wzgledu na wilasciwosci
fitoremediacyjne, §lazowiec pensylwanski znajduje zastosowanie w rekultywacji terenow
zanieczyszczonych metalami cigzkimi. Slazowiec jest uprawiany w celu pozyskania biomasy
suchych todyg z przeznaczeniem do spalania, pozyskania zr¢bkow lub przetworzenia na pelet.
Z kolei zielona biomasa moze by¢ wykorzystywana w procesie fermentacji metanowej jako
substrat w biogazowniach rolniczych [7]. W poréwnaniu z wierzbg i stonecznikiem ro$lina ta
jest bardziej wrazliwa na niesprzyjajace warunki klimatyczne, ktére mozna ograniczy¢

poprzez zastosowanie naturalnych substancji stymulujacych wzrost roslin.
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11.4. Produkcja energii z biomasy (toryfikacja)

Wyprodukowana biomasa energetyczna moze by¢ przerabiana bezposrednio na biogaz
w biogazowniach, albo po przerobieniu na pelety lub po wysuszeniu spalana w kottach
grzewczych. Ostatnio coraz wigcej uwagi zwraca si¢ na mozliwos¢ jej toryfikacji w celach
poprawy wartos$ci grzewczej. Toryfikacja czyli prazenie - to wstepny proces obrobki
termicznej biomasy majacy na celu uzyskanie wtasciwos$ci biomasy roslinnej zblizonych do
wlasciwosci wegla. Biomasa po procesie toryfikacji nosi nazwe toryfikatu i mozna ja
przetwarza¢ na specjalne pelety w celach latwiejszego uzycia w kottach grzewczych.
W poréwnaniu z klasycznymi peletami charakteryzuja si¢ one niemal zerowag
higroskopijnos$cig i bardzo wysokim stopniem przemialowosci. Wysoka wrazliwos$¢ na wilgo¢
standardowych peletéw z biomasy zwigksza koszty ich produkcji 1 wykorzystania
w energetyce ze wzgledu na konieczno$¢ zastosowania specjalistycznych $rodkéw
transportujacych oraz sktadowania w szczelnych opakowaniach lub pomieszczeniach.

Proces toryfikacji biomasy polega na termicznej obrébce w zakresie temperatur 200-
300°C, pod ci$nieniem atmosferycznym bez dostgpu tlenu. Tego typu powolna piroliza
zachodzi w specjalistycznych reaktorach w kontrolowanych warunkach temperatury,
a jednostkowy przyrost temperatury w tym procesie nie powinien przekracza¢ 50°C/min.
Podczas wysokotemperaturowego suszenia biomasy nastepuje zmniejszenie jej masy nawet
030% w porownaniu do wartosci poczatkowe] substratu. Jest to spowodowane przede
wszystkim przez redukcj¢ stopnia wilgotnosci oraz substancji lotnych (torgaz). W procesie
toryfikacji otrzymujemy paliwo z biomasy roslinnej o lepszej ggstosci nasypowej, nizszej
masie 1 wyzszej warto$ci opatowej (kalorycznos$¢). W zalezno$ci od czasu trwania procesu
w reaktorze, temperatury tego procesu, rodzaju substratu pochodzenia roslinnego i jego
wilgoci, produkt koncowy moze si¢ r6zni¢ pod wzgledem masy i kaloryczno$ci. Obecnie
proces toryfikacji jest jedna z najbardziej obiecujacych i najszybciej rozwijajacych sie
technologii waloryzacji biomasy. Bardzo istotng korzyscig toryfikatu jest mozliwo$¢ spalania
go w kottach pytowych bez konieczno$ci zmian uktadow naweglania 1 uktadu paleniskowego

kotla.
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12. CEL PRACY I HIPOTEZY BADAWCZE

12.1. Cel pracy

Nieprzewidywalne i nagte zmiany klimatyczne o zasiggu globalnym w ostatnich latach
powoduja olbrzymie straty szczegOlnie w sektorze rolniczym. Wyjatkowo wysokie
i ekstremalnie niskie temperatury, a takze susza i liczne gwaltowne powodzie w znacznym
stopniu zaburzajg wzrost 1 rozwoj roslin energetycznych oraz sprzyjaja relokacji
1 wystepowaniu choréb oraz szkodnikow, co w konsekwencji zwigksza koszty produkcji
1 negatywnie wptywa na bilans energetyczny kraju oparty na OZE.

Ograniczenie niekorzystnych efektow zmian klimatycznych jest priorytetem
zrownowazonej gospodarki cyrkulacyjnej 1 stanowi podstawe dla innowacyjnego
i ekologicznego rolnictwa oraz przemyshu energetycznego. Nieliczne doniesienia naukowe
w zakresie zastosowania $rodkow biologicznych (Biojodis, Asahi SL i zwigzkow krzemu
pochodzenia naturalnego) w produkcji biomasy energetycznej, byly inspiracja do
przeprowadzenia badan dotyczacych wplywu tych biopreparatbw na wzrost 1 rozwdj
wybranych gatunkéw ro$lin energetycznych w roznych warunkach zmieniajacego si¢
srodowiska.

Celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie wzrostu i aktywno$ci metabolicznej
wybranych gatunkow ros$lin: wierzby wiciowej (Salix viminalis L.), stonecznika bulwiastego
(Helianthus tuberosus L.) i $§lazowca pensylwanskiego (Sida hermaphrodita (L.) Rusby),
uprawianych w przewidywanym szerokim spektrum zmian klimatycznych oraz sprawdzenie
mozliwo$ci poprawy ich rozwoju i zwigkszenia plonu biomasy przy pomocy nowych
ekologicznych metod upraw, z zastosowaniem biopreparatéw Asahi SL, Biojodis 1 zwigzkow

krzemu pochodzenia naturalnego.

12.2. Hipotezy badawcze

Hipoteza 1. Ocena wartosci siewnej nasion i1 materialu rozmnozeniowego przygotowywanego
do doswiadczen (wierzba wiciowa (Salix viminalis L.), stonecznik bulwiasty (Helianthus
tuberosus L.) 1 §lazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita (L.) Rusby).

Hipoteza II. Wplyw statych 1 okresowo zmiennych warunkow, sub- i supraoptymalnych
temperatur oraz suszy i nadmiernego uwilgotnienia gleby w warunkach prowadzonych
doswiadczen: (a) pokoi wegetacyjnych, (b) szklarni, (¢) gruncie i ich wplyw na wzrost rozwoj

oraz plon biomasy wybranych gatunkow roslin energetycznych.
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Hipoteza III. Mozliwo$ci poprawy wzrostu, rozwoju i1 plonu biomasy roslin energetycznych
uprawianych w warunkach statych 1 okresowo zmiennych optymalnych, sub-
1 supraoptymalnych temperatur oraz suszy i nadmiernego uwilgotnienia gleby w pokojach
wegetacyjnych, szklarni i gruncie pod wptywem biopreparatow: Asahi SL, Biojodis oraz
mieszanin monokultur Navicula sp. (Bacillariophyceae) 1 nietoksycznych Cyanobacteria:
Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105, Anabaena variabilis,
aplikowanych réznymi metodami (podlewanie, aplikacja dolistna oraz aplikacja dolistna
i podlewanie) w trzech st¢zeniach.

Coroczna ocena wysokosci i jakosci roslin (w skali bonitacyjnej) oraz aktywnosci
enzymatycznej wybranych enzymoéw, aktywnosci wymiany gazowej (fotosynteza netto,
transpiracja, stezenie migdzykomoérkowego CO2, przewodnos¢ szparkowa), integracji
membran cytoplazmatycznych, zawartosci chlorofilu (indeks zawartosci chlorofilu), a takze
plonu $wiezej i suchej biomasy roslin uprawianych w roéznych warunkach temperatury,
wilgotnosci gleby i traktowanych biopreparatami: Biojodis, Asahi SL 1 zwigzkami krzemu

pochodzenia naturalnego.
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13. MATERIAL I METODY

13.1. Testowane gatunki roslin

Badania przeprowadzono na ros$linach trzech gatunkow: wierzby wiciowej (Salix
viminalis L.), stonecznika bulwiastego (Helianthus tuberosus L.) 1 §lazowca pensylwanskiego
(Sida hermaphrodita L.), ktére charakteryzuja si¢ duzym potencjalem plonotworczym i sa
rekomendowane do upraw energetycznych. Dobor roslin podyktowany byt ich specyficznymi
wlasciwo$ciami: szybkim wzrostem, stosunkowo niskimi kosztami uprawy, wystegpowaniem
w roznych strefach klimatycznych, wysoka kaloryczno$cig. Przebieg eksperymentu

w warunkach szklarniowych i polowych byt $cisle uzalezniony od sezonu wegetacyjnego.
13.2. Srodki biologiczne

13.2.1. Biojodis

Do badan wykorzystano ptynny preparat organiczny Biojodis (Jodavita, Jeznach Sp.
J.) wyprodukowany na bazie ekstraktu biohumusu, ulepszonego biologicznie aktywnym
jodem i mikroorganizmami glebowymi. Jod wystepowal w postaci jonow 10°~ i I" i miat silne
wlasciwosci stymulujace wzrost bakterii glebowych, odpowiedzialnych za kompleksy
organiczno-mineralne. Preparat Biojodis zawierat 5-8% substancji organicznych, 107-1010
CFU/g mikroorganizmow glebowych, 0,15-0,7% makro- 1 mikroelementow, w tym jod oraz

humus rozpuszczalny w wodzie (pH 7,1-7,8).

13.2.2. Asahi SL

Drugim zastosowanym preparatem byl stymulator wzrostu - Asahi SL (Arysta Life
Science) wyprodukowany na bazie trzech substancji aktywnych z grupy nitrofenoli, naturalnie
wystepujacych w roslinach: o-nitrofenolanu sodu (ONP) (0,2%), p-nitrofenolanu sodu (PNP)
(0,3%), S5-nitrogwajakolanu sodu (SNG) (0,1%). Srodek Asahi SL ma korzystny wplyw na
plonowanie oraz jakos$¢ roslin warzywnych. Zastosowanie $rodka jest wskazane w warunkach
stresowych, nie sprzyjajacych wzrostowi roslin np. ekstremalnie niskich lub wysokich
temperaturach albo w przypadku uszkodzenia ro$lin np. $rodkami ochrony roslin lub

nawozami.

13.2.3. Mieszaniny monokultur okrzemek i nietoksycznych Cyanobacteria

Podczas eksperymentu w okresie sezonu wegetacyjnego wszystkie rosliny byly

traktowane ekstraktami monokultur Navicula sp. i nietoksycznych Cyanobacteria (Anabaena
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sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105, Anabaena variabilis), pochodzacych
z kolekcji Katedry Ekofizjologii Roslin, Wydziat BiOS, UL. Monokultury hodowano
w pomieszczeniu fitotronowym na pozywkach Z 1 BGI1 (ATCC Medium 616)
w temperaturze 27°C przy oswietleniu lampami Farel (18 W), zgodnie z procedurg
opracowang przez Romanowska-Duda et al. (2010). Liczbe komoérek okrzemek
1 Cyanobacteria okreslono z wykorzystaniem hemocytometru Fuchsa i Rosenthala. Komorki
okrzemek 1 Cyanobacteria poddano 2 minutowemu wirowaniu (4000 rpm, temperatura 20°C)
1 zawieszono w wodzie. W uzytych do doswiadczen monokulturach liczba komérek w 1 mL
wody wynosita 600 000. Nastepnie przed przystapienie do aplikacji monokultury poddano 15
minutowemu procesowi sonifikacji (czestotliwos¢ ultradzwieckow 20 kHz, przy amplitudzie
80% 1 impulsach 0,7-sekundowych w odstgpach co 0,3s.) za pomoca ultradZzwigckowego

homogenizatora (Omni-Ruptor 4000, Omni International).

13.3. Warunki uprawy i metody traktowania roslin

Doswiadczenie przeprowadzono w trzech wariantach: Wariant I — w pokojach
wegetacyjnych, z kontrolowang wilgotnoscia gleby, temperatura i o$wietleniem; Wariant I —
w szklarni, z kontrolowang cze$ciowo temperatura i w pelni kontrolowang wilgotnoscia
gleby; Wariant III — w polu, w ktorym wilgotno$¢ gleby, temperatura i nastonecznienie byly

uzaleznione od pogody, pory dnia i pory roku. Szczegoétowe parametry podano w Tabeli 1.

Tabela 1. Warunki uprawy roslin w pokoju wegetacyjnym, w szklarni i w polu.

Wierzba wiciowa Stonecznik bulwiasty (Helianthus Slazowiec pensylwanski
(Salix viminalis L.) tuberosus L.) (Sida hermaphrodita L. Rusby)

Wariant I — pokdj wegetacyjny (warunki kontrolowane)
-Wilgotnos¢ gleby stata 30% (kontrola)
-Wilgotnos¢ gleby zmienna, co trzy tygodnie na przemian susza glebowa (20% wilgotnos¢ gleby) i nadmierne
uwilgotnienie gleby (60%);
-Temperatura zmienna: 20/0/20°C; 20/40/20°C, 20/0/40/20°C; 10/-5/20/40/20°C
-Naswietlenie: 8 godz. ciemno$é/16 godz. Naswietlenie, Lampy SON-T AGRO 400 W, 100 umolm™s-'.

Doglebowa aplikacja monokultur Dolistna aplikacja monokultur Dolistna i doglebowa aplikacja
okrzemek, Cyanobacteria, Asahi | okrzemek, Cyanobacteria, Asahi monokultur okrzemek,
SL (0.2, 0.4 1 0.8%) i Biojodis SL (0.2, 0.4 1 0.8%) i Biojodis Cyanobacteria, Asahi SL (0.2, 0.4 1
(1.0,2.013.0%). (1.0,2.013.0%). 0.8%) i Biojodis (1.0, 2.0 1 3.0%).

Wariant II — szklarnia
-kontrolowana wilgotnos¢ gleby (30%),
-czgsciowo kontrolowana temperatura 20-30°C,
-stosowana co trzy tygodnie na przemian susza (20% wilgotno$¢ gleby) i nadmierne uwilgotnienie (60%)

Doglebowa aplikacja monokultur Dolistna aplikacja monokultur Dolistna i doglebowa aplikacja
okrzemek, Cyanobacteria, Asahi | okrzemek, Cyanobacteria, Asahi monokultur okrzemek,
SL (0.2%) i Biojodis (3.0%). SL (0.2%) i Biojodis (3.0%). Cyanobacteria, Asahi SL (0.2%) i

Biojodis (3.0%).

Wariant I1I — pole (warunki zalezne od pogody),
-wilgotno$¢ gleby, temperatura, nastonecznienie uzaleznione od pogody, pory dnia i pory roku.

Doglebowa aplikacja monokultur Dolistna aplikacja monokultur Dolistna i doglebowa aplikacja
okrzemek, Asahi SL (0.2%) i okrzemek, Asahi SL (0.2%) i monokultur okrzemek, Asahi SL
Biojodis (3.0%). Biojodis (3.0%). (0.2,%) 1 Biojodis (3.0%).
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Rosliny we wszystkich wariantach (I-IIT) uprawiane byly w 3 litrowych doniczkach
wypetnionych mieszankg piasku 1 torfu (1:1=viv). W wybranych wariantach
eksperymentalnych glebe podlano nawozem okrzemkowym lub preparatami Biojodis albo
Asahi SL po wysianiu nasion $lazowca pensylwanskiego badz posadzeniu sadzonek wierzby
wiciowej 1 bulw stonecznika bulwiastego.

Pierwsze aplikacje nawozem okrzemkowym lub preparatami Biojodis albo Asahi SL
wykonano przy wysokosci roslin 15 cm. Co 4 tygodnie byly okre§lane parametry dla
uprawianych ro$lin: wysoko$¢ i zdrowotno$¢, liczba pedéw i suma ich dlugosci, indeks
zawartosci chlorofilu (aparatem Minolta SPAD-502, Konica Minolta7), intensywno$¢
wymiany gazowej (fotosynteza netto, transpiracja, przewodno$¢ szparkowa oraz stezenie
migdzykomoérkowe CO2) za pomocg analizatora wymiany gazowej TPS-2, PP Systems, USA.
Ponadto w ramach przeprowadzonych badan oznaczono aktywno$¢ enzymatyczng: fosfatazy
kwasnej (pH=6,0) i zasadowej (pH=7,5), RNazy oraz dehydrogenaz, stosujac spektrofotometr
UVmini-1240 Shimadzu). Wykonano réwniez badania w zakresie integralno$ci membran
cytoplazmatycznych za pomoca konduktometru CC-551 Elmetron. Stosowane testy oceny
aktywnosci fizjologicznej roslin sg powszechnie uznane za uzyteczne markery reakcji roslin
na warunki klimatyczne $rodowiska, co stwierdzono w dotychczas przeprowadzonych
badaniach. Pod koniec okresu wegetacyjnego zostala dokonana analiza §wiezej 1 suchej
biomasy.

Demonstracyjnym gatunkiem poddanym procesowi toryfikacji byt stonecznik
bulwiasty (Helianthus tuberosus L.) uprawiany na glebie stabej suplementowanej odpadami
z biogazowni 1 traktowanym w okresie wegetacyjnym $srodkami biologicznymi: Apol-humus
1 Stymjod. Celem badan bylo okreslenie wartoSci energetycznej uzyskanej biomasy z roslin

w procesie toryfikacji, co potwierdzilo zalozenia postawionej hipotezy.

13.4. Analiza statystyczna wynikow

Doswiadczenie przeprowadzono w 5 powtorzeniach dla kazdego traktowania
(eksperymentalnego wariantu). Na kazde powtorzenie sktadato si¢ po 30 roslin z kazdego
gatunku, rozmieszczonych metoda losowych blokéw. Uzyskane $rednie z kazdego parametru
zostaly pogrupowane z wykorzystaniem testu Duncana na poziomie istotnosci a=0,05.
W przedstawionych pracach wnioskowanie indukcyjne oparto o testy ANOVA 1. Porownania
srednich z prob dokonano na podstawie sekwencyjnych testow post-hoc Duncana lub
Newmana-Keulsa. Do poréwnania proby kontrolnej z pozostalymi probami wykorzystano test

Dunnetta.
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13. WYNIKI BADAN

Otrzymane wyniki zostaly zaprezentowane w szesciu publikacjach naukowych (I —
VI), ktoére wchodza w sktad rozprawy doktorskiej pod tytutem ,,Opracowanie strategii upraw
ros$lin energetycznych metodami ekologicznymi w warunkach globalnych zmian

klimatycznych i srodowiskowych”.

14.1. Publikacja nr 1
Piotrowski K., Romanowska-Duda Z. 2014. ,,Climate change and the cultivation of energy
crops”. Acta Innovations, vol. 11, ISSN 2300-5599.

W  publikacji zebrano najistotniejsze dane dotyczace zmian klimatycznych,
zachodzacych na $wiecie w ostatnich dziesigcioleciach. Cyrkulacje atmosferyczne,
temperatura, cykle hydrologiczne, oddziatywanie promieniowania stonecznego, warunkujg
zycie na ziemi wszystkich organizméw. Gwaltowne zmiany klimatyczne, wymuszaja na
spoteczenstwie tworzenie nowych efektywnych rozwigzan w zakresie rolnictwa — oraz innych
aspektach gospodarki $wiatowej. Opracowanie innowacyjnych technologii upraw roslin
energetycznych metodami ekologicznymi, w znacznym stopniu przyczyni si¢ do ograniczenia
negatywnych skutkow globalnych zmian S$rodowiskowych. Technologie te umozliwia
pozyskiwanie energii z tych roslin zamiast z kopalin, ktoérych spalane emituje gazy
cieplarniane oraz wskaza na wysoko produktywne metody ich uprawy w nowych warunkach
zmieniajgcego si¢ klimatu. Na podstawie dostgpnych danych literaturowych stwierdzono, ze
dotychczasowe proby ograniczenia negatywnych skutkow dziatalnosci cztowieka nie przynosi
1 nie przyniesie oczekiwanych efektow. Istnieje wiele watpliwosci 1 stow krytyki od
naukowcow w zakresie niedoprecyzowanych modeli cyrkulacji. Oczywistym jest iz
zaburzenia pogodowe w bezposredni sposob wptyng na §wiatowa gospodarke, szczegdlnie na
produkcje rolng. Jest bardzo prawdopodobne, Ze wiele regionow $wiata charakteryzujacych
si¢ dzisiaj wysoka produktywnos$cia, bedzie musiala zreformowaé model dotychczasowej
uprawy roslin, a niekiedy zupehie jej zaniecha¢. Zmiany temperatury powietrza i obieg wody
w Srodowisku naturalnym pociggng za sobg wazne konsekwencje zarowno w odniesieniu do
funkcjonowania wigkszosci ekosystemow, jak i1 dzialalno$ci gospodarczej cziowieka. W
zwigzku z powyzszym czestotliwo$¢, zakres terytorialny oraz sita wystgpowania wszelkiego
rodzaju anomalii pogodowych (upaldw, susz, powodzi, huraganowych wiatrow, trab

powietrznych, gradobi¢, gwattownych ulew, zalewania gruntow wodg itp.) znacznie si¢
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zwiekszy, a w niektorych rejonach moze sta¢ si¢ nawet codziennoscig. Jedng z szans na
zminimalizowanie negatywnych skutkéw zmian klimatycznych oraz strat w produkcji rolnej
i energetycznej jest odpowiednie przeksztalcenie 1 przystosowanie upraw roslin do
zmieniajacych si¢ warunkéw  klimatycznych, poprzez opracowanie odpowiednich

agrotechnologii.

14.2. Publikacja nr 2

Grzesik M., Romanowska-Duda Z., Piotrowski K., Janas R.. 2015. ,Okrzemki
(Bacillariophyceae) jako efektywne bazy nawozow ekologicznych nowej generacji”.
Przemyst Chemiczny, 94/3; s: 391- 396.

W publikacji okreslono mozliwosci wykorzystania naturalnych form krzemu w postaci
okrzemek jako bionawozu nowej generacji w uprawie wierzby wiciowej (Salix viminalis L.)
w warunkach zredukowanego nawozenia syntetycznego i sprawdzono potencjat dolistnej
aplikacji Navicula sp. Poziom skuteczno$ci naturalnego biostymulatora byl zalezny od
poziomu wzbogacenia gleby w nutrienty zawarte w syntetycznym nawozie. Ocena
aktywnosci zawiesiny oparte] na bazie okrzemek zostala okre$lona na podstawie analizy
wzrostu roslin (wysoko$¢, liczba pedow, suma ich dlugosci, plon §wiezej i suchej biomasy),
ktéry byt skorelowany ze wzrostem aktywnosci fizjologicznej (transpiracji, fotosyntezy netto,
przewodnictwa szparkowego, stabilno$ci cytomembran, zawarto$ci chlorofilu w lisciach),
atakze aktywnosci enzymatycznej (fosfatazy kwasnej 1 alkalicznej, RNazy oraz
dehydrogenaz). Wyniki badan wskazaty, ze jednym z ekologicznych nawozéw organicznych
moze by¢ mieszanina monokultur Navicula sp., ktora korzystnie wplyneta na wzrost i rozwoj
badanych roslin. Wykazano roéwniez, ze bionawozenie sonifikowanymi komodrkami okrzemek
co 3 tygodnie w formie dolistnej aplikacji, zwigkszyto dynamike wzrostu pedow wierzby
wiciowej, co przetozylo si¢ na wyzszy plon $wiezej i suchej biomasy oraz korzystnie
wplyneto na ich wigor i aktywno$¢ fizjologiczng. W artykule tym zwrdcono szczegdlng
uwage na zasadno$¢ stosowania ekologicznych nawozow w postaci ekstraktow
okrzemkowych 1 wskazano na ich ekonomiczny 1 przyjazny dla $rodowiska charakter.
Zastosowanie bionawozow jako stymulatorow wzrostu ro$lin i ich naturalnej odpornosci na
niekorzystne warunki $rodowiskowe oraz alternatywy dla nawozoéw chemicznych jest
uwazane za jedna z najbardziej obiecujacych strategii w ekologicznej 1 zrownowazonej

uprawie roslin energetycznych.
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14.3. Publikacja nr 3

Piotrowski K., Romanowska-Duda Z., Grzesik M.. 2016. ,,Cyanobacteria, Asahi SL
1 Biojodis jako biostymulatory poprawiajace wzrost i rozwoj §lazowca pensylwanskiego (Sida
hermaphrodita L. Rusby) w niekorzystnych warunkach zmieniajgcego si¢ klimatu”. Przemyst
Chemiczny, Vol.95, No.8, 1569-1573.

W publikacji opisano wpltyw naturalnych stymulatorow na wzrost i aktywno$¢
fizykochemiczng ro$lin $lazowca pensylwanskiego (Sida hermaphrodita L. Rusby)
w szerokim zakresie temp. (od —5°C do +40°C) i1 wilgotnosci gleby od 20% do 60%.
W przeprowadzonym doswiadczeniu  wykorzystano mieszaning trzech monokultur
Cyanobacteria (Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105, Anabaena
variabilis) oraz dwa ptynne biopreparaty Asahi SL i Biojodis, dozowane w postaci trzech
form aplikacji: doglebowej, dolistnej oraz jednoczesnie doglebowej i dolistnej. Efektywnos¢
testowanych stymulatorow okreslono na podstawie pomiaréw biometrycznych i aktywnosci
fizjologicznej roslin slazowca pensylwanskiego. Co 4 tygodnie okreslano wysokos¢ 1 jakos$¢
ro$lin, indeks zawarto$ci chlorofilu (a+b), a w potowie okresu wegetacyjnego oznaczono
parametry wymiany gazowej: fotosyntez¢ netto, transpiracj¢, przewodno$¢ szparkowa
i stezenie miedzykomorkowe COz, a takze aktywno$¢ enzymatyczng fosfatazy kwasnej (pH
6,0) 1 alkalicznej (pH 7,5) oraz RNazy, oraz integralno$¢ membran cytoplazmatycznych.
Przeprowadzone testy s3a powszechnie uznane za uzyteczne markery aktywnoS$ci
metabolicznej oraz reakcji roslin na bodzce zewngtrzne, co znalazto potwierdzenie we
wczesniejszych badaniach 1 w literaturze $wiatowej. Przeprowadzone badania wykazaty
korzystny wpltyw testowanych $rodkéw biologicznych na wzrost 1 rozwdj $lazowca
pensylwanskiego - rosliny energetycznej uprawianej w optymalnych warunkach
srodowiskowych oraz na mozliwosci tagodzenia przez nie niekorzystnego wplywu
ekstremalnych temperatur i wilgotnosci gleby, ktore zgodnie z najnowszymi danymi
literaturowymi bedg wystepowac coraz czgsciej na $swiecie. Wyniki badan wskazaly na
zroéznicowang wrazliwo$¢ $lazowca pensylwanskiego w odpowiedzi na traktowanie réznymi
biopreparatami 1 zawiesinami nietoksycznych szczepdw Cyanobacteria. Szczegolnie
pozytywny skutek zaobserwowano w przypadku aplikacji dolistnej i doglebowej preparatu
Biojodis w stezeniu 1-3% 1 w nieco mniejszym stopniu stosujgc preparat Asahi SL we
wszystkich stosowanych stezeniach tj. 0,1%-0,8%. RoOwniez mieszanina monokultur
Cyanobacteria korzystnie wptyneta na wzrost i rozw6j badanych roslin w poréwnaniu z proba
kontrolng. W powyzszej publikacji wskazano na zasadno$¢ stosowania preparatow

biologicznych i nietoksycznych sinic podczas uprawy roslin energetycznych na przyktadzie
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slazowca pensylwanskiego w celu tagodzenia niekorzystnego na niego wptywu zachodzacych
zmian klimatycznych, w tym ekstremalnych temperatur oraz wilgotnosci gleby. Otrzymane
wyniki majg istotne znaczenie dla upraw ro$lin energetycznych, gdyz wnosza nowe
informacje odnosnie innowacyjnych, nowoczesnych modeli ich upraw z wykorzystaniem

biopreparatow w warunkach zachodzacych zmian klimatycznych.

14.4. Publikacja nr 4

Piotrowski K., Romanowska-Duda Z.. 2018. ,,Positive impact of bio-stimulators on growth
and physiological activity of willow in climate change conditions”. International Agrophysics.
Vol. 32, doi: 10.1515/intag-2017-0006.

Czwarta publikacja dotyczy oceny mozliwosci niwelowania niekorzystnego wptywu
przewidywanych zmian klimatycznych na wzrost i aktywno$¢ fizjologiczng wierzby wiciowej
(Salix viminalis L.) - ro$liny energetycznej uprawianej w warunkach zmiennej temperatury
i wilgotno$ci gleby, przy pomocy dolistnej i doglebowej aplikacji biopreparatoéw: Biojodis
(1%), Asahi SL (0,03%) oraz mieszaniny monokultur Cyanobacteria. Badane rosliny wierzby
wiciowe] uprawiano w przewidywanym, szerokim spektrum zmian klimatycznych tj.
w warunkach statych 1 okresowo zmiennych, optymalnych, sub- i1 supraoptymalnych
temperatur (od -5°C do 40°C) oraz suszy (zmieniajaca si¢ wilgotnos$¢ gleby od 20% do 60%)
w pokojach wegetacyjnych i1 szklarni. Uzyskane wyniki weryfikowano w warunkach
polowych uzaleznionych od pogody. W okresie sezonu wegetacyjnego rosliny wierzby
wiciowej byty traktowane (dolistnie, doglebowo i jednoczesnie dolistnie i doglebowo) co trzy
tygodnie biopreparatami w réznych stezeniach. Co 4 tygodnie przeprowadzano biometryczng
1 fizjologiczng ocen¢ uprawianych roslin: wysokos¢, liczba pedéw i suma ich dtugosci, indeks
zawartosci chlorofilu oraz intensywno$¢ wymiany gazowej (fotosynteza netto, transpiracja,
przewodno$¢ szparkowa oraz st¢zenie migdzykomérkowe COz2). Pod koniec okresu
wegetacyjnego zostata dokonana analiza $wiezej i suchej biomasy. Ponadto w ramach
przeprowadzonych badan oznaczono aktywnos$¢ enzymatyczng: fosfatazy kwasnej (pH=6,0)
i zasadowej (pH=7,5), RNazy oraz dehydrogenaz i analizowano integralno$¢ membran
cytoplazmatycznych. Zastosowane testy oceny aktywnos$ci fizjologicznej ro$lin s3
powszechnie uznane za uzyteczne markery reakcji ros$lin na zmieniajace si¢ warunki
klimatyczne $§rodowiska.

Otrzymane wyniki wskazaly na zasadno$¢ stosowania biopreparatow jakimi sa
Biojodis, Asahi SL oraz mieszaniny nietoksycznych monokultur Cyanobacteria w uprawie

ros$lin wierzby wiciowej zaré6wno w optymalnych jak i w niekorzystnych warunkach
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srodowiskowych (charakteryzujacymi si¢ ekstremalnymi zmiennymi temperaturowymi oraz
naprzemiennie zmieniajacg si¢ wilgotnoscia gleby od 20% do 60%). W zaleznosci od formy
aplikacji biopreparatoéw 1 Cyanobacteria, wykazano roézny stopien wrazliwosci wierzby
wiciowej na zastosowane $srodki biologiczne, co przejawiato si¢ w tagodzeniu niekorzystnego
wpltywu stresu $Srodowiskowego na wzrost testowanych roslin oraz zwigkszenie ich
aktywnosci metabolicznej 1 wyzszy plon biomasy. Najkorzystniej na wzrost i aktywno$¢
fizjologiczng wierzby wiciowej wptyneta trzykrotna dolistna 1 doglebowa aplikacja preparatu
Biojodis w stezeniu 1%. W wariancie ze zmienng temperaturg i statg wilgotnoscia gleby
(30%) najskuteczniejszym preparatem okazat si¢ Biojodis 1%, Asahi SL 0,03 % i mieszanina
monokultur Cyanobacteria, ktéorych aplikacja istotnie poprawita wzrost i rozwo6j roslin

w poréwnaniu z serig kontrolna.

14.5. Publikacja nr 5

Piotrowski K., Romanowska-Duda Z., Messyasz B.. 2020. ,,Cultivation of energy crops by
ecological methods under the conditions of global climate and environmental changes with
the use of diatom extract as a natural source of chemical compounds”. Acta Physiologiae
Plantarum., 42:146, doi.org/10.1007/s11738-020-03135-8.

Pigta publikacja dotyczyla mozliwosci ograniczenia stosowania nawozow
chemicznych w rolnictwie oraz ich negatywnego wplywu na $rodowisko i1 zastgpienie ich
naturalnymi preparatami — mieszaning okrzemek jako naturalnego zrodta krzemu. Materiatem
ro$linnym byty: wierzba wiciowa (Salix viminalis L.), stonecznik bulwiasty (Helianthus
tuberosus L.) 1 §lazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita L. Rusby). Ekstrakt naturalny
uzyskano z monokultur Navicula sp. (Bacillariophyceae), ktérym traktowano rosliny w trzech
formach aplikacji: podlewanie, opryskiwanie (aplikacja dolistna) i podlewanie 1 opryskiwanie.
Co 2 tygodnie oznaczono: wysoko$¢ roslin, indeks zawartosci chlorofilu, w potowie lata
aktywno$¢ wymiany gazowej (fotosynteze netto, transpiracjg, przewodnos$¢ szparkowa oraz
stezenie miedzykomorkowe COz), a pod koniec sezonu wegetacyjnego wykonano analizg
Swiezej 1 suchej biomasy. Oceniono rowniez aktywno$¢ enzymatyczng fosfatazy kwasnej
(pH=6,0) 1 =zasadowej (pH=7,5), RNazy, dehydrogenaz, oraz integralno$¢ bton
cytoplazmatycznych. Otrzymane wyniki badan wskazaly na pozytywny wplyw mieszaniny
monokultur Navicula sp. na wzrost 1 rozwoj roslin energetycznych wszystkich trzech
gatunkow. Zastosowane monokultury przyspieszyly wzrost, co wyrazilo si¢ wyzsza
wysokoscig traktowanych roslin o 15-25% w poréwnaniu do kontroli, ich jakoscig i plonem

biomasy oraz aktywno$cig metaboliczng. Wykazano, ze skala pozytywnego wplywu ekstraktu
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z okrzemek byla uzalezniona od sposobu aplikacji 1 najbardziej korzystng jej forma byto
jednoczesne podlewanie 1 opryskiwanie roslin. Zastosowane monokultury okrzemek
w znacznym stopniu lagodzily niekorzystny wpltyw stresu $rodowiskowego na testowane
ro$liny energetyczne oraz zwigkszyly ich aktywno$¢ metaboliczng, co w konsekwencji
przetozyto si¢ na wyzszy plon biomasy. Nalezy przypuszczaé, ze szybszy wzrost 1 10zwoj
badanych ro$lin byl spowodowany wysoka zawarto$cia krzemu oraz innych niezbgdnych
makro 1 mikroelementéw wystepujacych w komorkach okrzemek [8] oraz duza
réznorodnoscig substancji biologicznie czynnych 1 wysoka zawarto$cia zwigzkéw
antyoksydacyjnych wystepujacych w ich komorkach [9]. Aplikacja dolistna oraz podlewanie
roslin mieszaning monokultur w tym samym czasie spowodowaty najbardziej dynamiczny
wzrost ro$lin, zintensyfikowaly procesy wymiany gazowej ro$lin, korzystnie wptynety na
gospodarke wodnag i aktywno$¢ enzymatyczng oraz usprawnily pobieranie substancji
odzywczych z gleby. Efektem tych proceséw byt wyzszy plon biomasy roslinnej.
Wykorzystanie naturalnych ekstraktow z okrzemek Navicula sp. jako stymulatoréw wzrostu
ro$lin moze by¢ alternatywa dla nawozow chemicznych 1 jest uwazane za jedna

z obiecujacych strategii w ekologicznej i integrowanej uprawie roslin.

14.6. Publikacja nr 6

Szufa S., Piersa P., Adrian L., Sielski J., Grzesik M., Romanowska-Duda Z., Piotrowski K.,
Lewandowska W.. 2020. ,,Acquisition of torrefied biomass from jerusalem artichoke grown in
a closed circular system using biogas plant waste”. Molecules 25, 3862;
doi:10.3390/molecules25173862.

Ostatnig publikacja wchodzacag w sktad rozprawy doktorskiej jest praca dotyczaca
mozliwo$ci toryfikacji ro§lin energetycznych nawozonych bionawozami, ktéra jest nowa
technologia przetwarzania biomasy na potrzeby energetyczne. W odroznieniu do poprzednich
prac, w ktérych koncentrowano si¢ na biostymulacji w niekorzystnych warunkach
klimatycznych dla rozwoju ro$lin, przeznaczonych do bezposredniego spalania lub
fermentacji, w publikacji tej sprawdzono mozliwo$¢ toryfikacji biomasy pozyskanej na glebie
stabej po zastosowaniu nawozow naturalnych i biopreparatow. Demonstracyjnym gatunkiem
poddanym procesowi toryfikacji byl stonecznik bulwiasty (Helianthus tuberosus L.).
Toryfikacja jest procesem wstepnego, cieplnego przetwarzania biomasy majacym za zadanie
zblizy¢ ja do wlasciwosci wegla. Biomasg po procesie toryfikacji mozna dalej przetwarza¢ na
specjalne pelety, ktore odznaczaja si¢ jeszcze wigkszym podobienstwem do

niskokalorycznych wegli, maja niemal zerowa wilgotno§¢ 1 sa bardziej przydatne
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w energetyce niz biomasa nieprzetworzona. Celem badan byla ocena wptywu odpadow
z biogazowni 1 §rodkdw biologicznych testowanych we wczesniejszych pracach na aktywno$¢
fizjologiczng i metaboliczng roslin stonecznika bulwiastego (Helianthus tuberosus L.) oraz
okreslenie wartosci energetycznej uzyskanej biomasy w procesie toryfikacji. Zastosowanie
odpadéw z procesu biofermentacji w biogazowni jako nawozu biologicznego, stosowanego
samodzielnie lub z dodatkiem preparatow Apol-humus i Stymjod (nowa generacja Biojodis),
spowodowato wzrost aktywnosci fizjologicznej i metabolicznej stonecznika bulwiastego, co
w konsekwencji moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia stosowania chemicznych nawozow,
ktorych produkcja 1 wykorzystanie w rolnictwie jest szkodliwe dla $rodowiska.
Przeprowadzone badania wykazaty pozytywny wpltyw odpadéw pofermentacyjnych na wzrost
ros$lin. Wszystkie zastosowane dawki tych odpaddéw przyspieszyly wzrost 1 aktywno$¢
fizjologiczng badanych ro$lin, przy czym wariant ilosciowy 30-40 m® ha! byt
najkorzystniejszy. Pozytywny wplyw tego naturalnego nawozu na wzrost 1 rozwoj zostat
wzmocniony poprzez dodatkowe zastosowanie doglebowe preparatu biologicznego Apol-
humus (10 1 ha') oraz w wigkszym stopniu przez dodatkowe podwdjne opryskiwanie roslin
preparatem Stymjod (5 1 ha'). Odpady z biogazowni, stosowane samodzielnie lub z
dodatkiem Apol-hymus i Stymjod, zwigkszyly aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej i zasadowej,
RNazy i dehydrogenaz. Aktywnos$¢ tych enzymdéw byla $cisle powigzana z rosngcymi
dawkami nawozdéw. Wskazania pozostatych parametrow biochemicznych, w tym indeksu
zawartosci chlorofilu, aktywnoS$ci procesu wymiany gazowej (fotosyntezy netto, transpiracji,
przewodnosci szparkowej oraz stezenia mig¢dzykomorkowe COz), a takze parametréw
energetycznych, ktore znaczaco wplynely na kinetyke wzrostu topinamburu, wskazaty na
zasadno$¢ stosowania odpadow pofermentacyjnych z jednoczesnym wykorzystaniem
srodkow biologicznych: Apol-humus i Stymjod. Badane odpady moga by¢ wykorzystane jako
ekonomiczny 1 przyjazny dla $rodowiska bionawodz, o ile sg stosowane w okreslonych
dawkach 1 zgodnie z krajowymi regulacjami prawnymi dotyczacymi bezpiecznego stosowania
tych produktow. Uzyskane wyniki wykazaty, Ze zwigkszony plon biomasy roslin
energetycznych wyprodukowanej w niekorzystnych warunkach s$rodowiskowych przy
pomocy nawozoéw naturalnych 1 $rodkdw biologicznych nadaje si¢ nie tylko do
bezposredniego spalania i fermentacji, jak wykazaty poprzednio omowione prace, ale réwniez
moze by¢ przetwarzany w procesie toryfikacji w celach poprawy jego wlasciwosci

energetycznych (cieplnych).
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14. DYSKUSJA

15.1. Wytyczne UE w zakresie OZE

W 2018 roku Parlament Europejski zatwierdzit nowe cele w zakresie odnawialnych
zrodet energii (32%) oraz w zakresie efektywnosci energetycznej (32,5%) jakie maja zostaé
osiggnigte do roku 2030. Zaakceptowane zatozenia majg odgrywaé kluczowa role w realizacji
unijnych celow klimatycznych 1 sg to najwazniejsze punkty legislacyjne wchodzace w sktad
pakietu ,,Czysta energia dla wszystkich obywateli Unii Europejskiej”. Zgodnie z polityka
proekologiczng UE poszczegdlne kraje cztonkowskie musza rozwija¢ i wdrozy¢ innowacyjne
technologie ukierunkowane na ograniczenie wytwarzania energii na bazie paliw kopalnych.
Energia z OZE powinna stanowi¢ przynajmniej 32% zuzycia energii brutto. PowyzZsze
ztozenia beda zweryfikowane do roku 2023 przy czym kazde z panstw cztonkowskich moze
podwyzszy¢, ale nie obnizy¢ ich wartosci. Na skutek zwigkszenia efektywnosci energetycznej
dotychczasowe koszty produkcji energii elektrycznej maja ulec obnizeniu, a Europa
zmniejszy swoja zalezno$¢ od zewnetrznych dostawcow ropy 1 gazu. Dodatkowo wszystkie
panstwa czlonkowskie sa zobowigzane do przeznaczenia konkretnych $rodkéw finansowych
na rzecz efektywno$ci energetycznej, uwzgledniajac obszary dotknigte ubdstwem
energetycznym. Nowe dyrektywy unijne spowoduja, ze kazde panstwo cztonkowskie bedzie
musialo opracowa¢ minimum dziesi¢cioletni zintegrowany plan energetyczno-klimatyczny,
w ktorym musza by¢ zawarte nowe cele 1 zaplanowane $rodki. Dokument zostat opracowany
i ogloszony 31 grudnia 2019 roku, a jego aktualizacja musi by¢ przeprowadzana co 10 lat.
Aby osiaggnag¢ nowe restrykcyjne cele, Polska jako jedno z wigkszych panstw Unii
Europejskiej musi w znacznym stopniu zwigkszy¢ udzial odnawialnych zrodet energii, w tym
energii pochodzacej z biomasy. Biopaliwa pierwszej generacji po roku 2030 nie beda
wliczane do celow UE w zakresie energii odnawialnej, a ich udziat w OZE od roku 2019 jest
stopniowo zmniejszany. Unia Europejska zdecydowanie wigze wigksze plany z rozwojem
iudziatem w OZE biopaliw drugiej generacji, ktére maja odgrywaé kluczowa role
w zmniejszeniu wkiadu weglowego. Zgodnie z zatozeniami Parlamentu Europejskiego do
2030 r., co najmniej 14% paliw zuzywanych w transporcie bedzie pochodzi¢ z odnawialnych
zrédet. Mimo wzmozonej aktywno$ci inwestycyjnej w obszarze fotowoltaiki, farm
wiatrowych 1 technologii opartych na pompach ciepta zgodnie z danymi Eurostatu (z dnia

23.01.2020 r.) Polska ma deficyt 3,7% do wymaganego 15% udziatu OZE.
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15.2. Zmiany klimatyczne

Pod koniec XIX wieku §wiatowa populacja wynosita niecate 1,5 mld ludzi, a obecnie
liczy 7 837 395 378 [10]. Wzrost ludnosci na §wiecie spowodowat wicksze zuzycie zasobow
naturalnych, zanieczyszczenia §rodowiska, a tym samym znaczny wzrost konsumpcji energii
elektrycznej. Od czasow rewolucji przemystowej (koniec XVIII wieku), emisja dwutlenku
wegla ze spalania paliw kopalnych, tj. wegla kamiennego i1 brunatnego, ropy naftowej 1 gazu
ziemnego, zwigkszyla sie kilkadziesigt razy. Wedlug Miedzynarodowej Agencji
Energetycznej w latach 1850-1900 emisja CO2 utrzymywala si¢ na poziomie ponizej 1 mld
ton rocznie, a obecnie wynosi ona ponad 36 mld ton CO2 rocznie [11]. Prawie 30% catkowitej
emisji dwutlenku wegla w Unii Europejskiej ma swoje zrodto w przemysle transportowym,
zczego 72% pochodzi z sektora transportu ladowego [12]. Dotychczasowe raporty
prezentowane na szczycie klimatycznym COP24 (Konferencja Narodéw Zjednoczonych
w sprawie Zmian Klimatu), ktéra odbyla si¢ w Polsce w 2018 roku, wskazywaly, ze
w najblizszych dziesi¢cioleciach czeka nas wzrost globalnej temperatury o minimum dwa
stopnie Celsjusza. Wielko$¢ wzrostu temperatury na swiecie w najblizszych dziesigcioleciach
jest kwestig sporng (naukowcy podaja od 1,8-3,1°C) jednak wszyscy sa zgodni w kwestii
konsekwencji jakie powstang na skutek globalnych zmian klimatu. Naukowcy nie maja
watpliwosci, ze na skutek nieprzewidywalnych 1 gwattownych zmian klimatycznych
i srodowiskowych sektorem, ktory najbardziej ucierpi bedzie $wiatowe rolnictwo.
Ekstremalnie wysokie temperatury, poglebiajace si¢ susze, nagle podtopienia, coraz silniejsze
huragany, niekontrolowane rozprzestrzenianie si¢ chordb i patogendow, spowodujg znaczny
wzrost kosztow uprawy roslin. Wyjatkowo duza liczba dni stonecznych, wysokie temperatury
powietrza 1 niskie opady atmosferyczne wywotaty w 2018 1 2019 roku dlugotrwaly suszg
rolnicza na terenie catej Polski. W 2018 r. niekorzystne zmiany klimatyczne dotknety
obszaré6w rolnych o powierzchni 3,5 mln ha, a straty wynosity ponad 3,5 mld zt. [13].
Bez$niezne, suche i ciepte zimy powodujg znaczny spadek poziomu wod gruntowych oraz
uniemozliwiaja odbudowe wilgoci w glebie. Ekstremalnie wysokie temperatury zaburzaja
okres wegetacyjny roslin, a w ostatnim dziesigcioleciu znacznie si¢ nasility. W lipcu i sierpniu
2015 roku w Polsce wystapita fala upatow, z rekordowa liczba dni z temperaturg powyzej
30°C. Liczba dni upalnych w ostatniej dekadzie w stosunku do lat 1951-1990 wzrosta blisko
trzykrotnie [14]. Na podstawie pomiarow prowadzonych od 1880 roku najgoretszym rokiem
w historii badan globalnie byt rok 2016. Rok 2019 byt drugim najgoretszym rokiem, a lipiec
2019 byt najgorgtszym miesigcem w historii globalnych pomiaréw dla tego miesigca (od

1979, poprzedni rekord padt w lipcu 2016). Analizy pokazuja réwniez, ze ostatnich piec lat
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(2015-2019) bylto najgoretszymi latami w historii pomiaréw [15] 1 potwierdzily koniecznos$¢
adaptacji upraw rolniczych w tym roslin energetycznych do zmian klimatycznych.
Odpowiednie dostosowanie do nowych niekorzystnych warunkéw pogodowych jest
kluczowe dla przysztosci rolnictwa w Europie i na $wiecie. Warunki pogodowe i klimatyczne
wpltywaja na dostepnos¢ wody niezbednej do nawadniania upraw, hodowli inwentarza
zywego, przetwarzania artykutdéw rolnych oraz warunkow transportu i magazynowania.
Opracowanie innowacyjnych technologii z wykorzystaniem naturalnych metod uprawy roslin
jest jedyna szansa na zminimalizowanie negatywnego wplywu globalnych zmian

klimatycznych na sektor rolny przy jednoczesnym zachowaniu polityki proekologiczne;.

15.3. Zapotrzebowanie na biomas¢ roslin energetycznych do wytworzenia energii z OZE

Zmiana polityki energetycznej w Europie, rosngca emisja gazoéw cieplarnianych,
obawy o bezpieczenstwo i samowystarczalno$¢ energetyczng powodujg intensyfikacj¢ dziatan
majacych na celu wzrost udziatu OZE w wytwarzaniu energii. W zwiazku z powyzszym
w ostatnim dziesigcioleciu poszukuje si¢ nowych kierunkéw produkcji roslinnej majacych na
celu pokrycie rosngcego zapotrzebowania na energi¢. Jednym z nich, z ktorym wiaze si¢ duze
nadzieje jest wykorzystanie biomasy roslinnej do celow energetycznych. W Polsce biomase
ros$linng pozyskuje si¢ z odpaddéw rolniczych, lesnych i organicznych odpadéw komunalnych.
W przysztosci uzupetlieniem bilansu podazy biomasy powinno by¢ jej pozyskiwanie ze
specjalnych plantacji wieloletnich gatunkéw roslin. Wedlug raportu Intergovernmental Panel
on Climate Change (IPCC) z 2017 roku roczny techniczny potencjat biomasy statej wynosi
440 EJ, a biopaliw ptynnych 154 EJ. Szacuje si¢, ze Swiatowy potencjal biomasy na ladzie
wynosi okoto 150 gigaton (mld ton) rocznie, co odpowiada okoto 120 mld ton wegla
kamiennego i blisko dziesigciokrotnie przekracza wspodlczesne zapotrzebowanie §wiata na
energie. W Polsce roczny potencjat energetyczny biomasy, ktorag mozna zagospodarowaé
to: ponad 20 min ton stomy odpadowej, ok. 4 mln ton odpadéow drzewnych i 6 min ton
osadéw komunalnych. W sumie daje to ok. 30 mIn ton biomasy rocznie, co jest energetycznie

réwnowazne 15 - 20 mln ton wegla. W Polsce udziat biomasy w OZE wynosi 98% [16].

15.4. Wplyw preparatow biologicznych na wzrost i rozwoj roslin energetycznych
Dotychczasowe rolnictwo konwencjonalne, nazywane réwniez zindustrializowanym,

definiuje si¢ jako sposob gospodarowania ukierunkowany na maksymalizacje zysku,

osigganego dzigki duzej wydajnosci produkcji roslinnej [17]. Efektywno$¢ ta uzyskuje sie

w wysoce wyspecjalizowanych gospodarstwach rolnych charakteryzujacych si¢ duzym
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zuzyciem szkodliwych dla §rodowiska srodkow chemicznych, przy stosunkowo niskim
naktadzie robocizny [18]. Efektem jest szybki wzrost plondw i biomasy roslinnej przy
ograniczeniu kosztow produkcyjnych. Jednocze$nie z tym typem rolnictwa wiaza si¢ liczne
zagrozenia ekologiczne takie jak zanieczyszczenia gleby, wody, powietrza czy zywnosci
pozostatosciami pestycydoéw i1 metalami cigzkimi, pochodzacymi z nawozow mineralnych.
Ponadto intensywne eksploatowanie gleb czesto prowadzi do ich erozji, obnizenia
biordéznorodnos$ci  §rodowiska glebowego, a takze =zubozenia krajobrazu poprzez
wprowadzenie monokultur. Nowoczesne rolnictwo oparte na zréwnowazonej gospodarce
cyrkulacyjnej ma na celu ograniczenie, a nawet wyeliminowanie chemicznych nawozoéw
1 zastgpienie ich organicznymi preparatami. Wykorzystanie naturalnych nawozow stanowi
alternatywe dla nawozow syntetycznych oraz wptywa pozytywnie na §rodowisko i organizmy
zywe. Szacuje si¢, ze wykorzystanie preparatow powstalych na bazie materii organicznej
w znacznym stopniu zmniejszy wykorzystanie niebezpiecznych dla $rodowiska i zdrowia
pestycydéw przy jednoczesnym utrzymaniu niskich kosztéw produkcyjnych [19].
Odpowiednio dobrane zabiegi agrotechniczne moga przyczyni¢ si¢ do obnizenia dostgpnosci
oraz mobilno$ci niektérych zwigzkéw toksycznych. Otrzymane wyniki wskazaly na
zasadno$¢ stosowania badanych preparatow (Biojodis, Asahi SL oraz mieszanin monokultur
okrzemek 1 nietoksycznych Cyanobacteria) w uprawie roslin energetycznych, zaréwno
w optymalnych jak i niekorzystnych warunkach $rodowiskowych (tj. charakteryzujacych si¢
ekstremalnymi temperaturami i zmienng wilgotnoscig gleby). Badane preparaty biologiczne
Biojodis i Asahi SL, a takze mieszaniny monokultur okrzemek i Cyanobacteria aplikowane
w formie doglebowej, oprysku oraz jednocze$nie doglebowej i w formie oprysku w okresie
wegetacyjnym, znacznie minimalizowaly negatywne skutki stresu S$rodowiskowego,
zwigkszyly odpornos$¢ roslin na choroby oraz zwigkszyly ich metabolizm, co skutkowato
wyzszym plonem biomasy. Najbardziej obiecujace wyniki uzyskano w wariancie
z wykorzystaniem 1% preparatu Biojodis z jednoczesnym podlewaniem i1 opryskiwaniem
ro$lin. Pozytywny efekt zaobserwowano réwniez w seriach z wykorzystaniem Asahi SL oraz
mieszaniny monokultur Navicula sp. i Cyanobacteria. Wszystkie trzy gatunki roslin: wierzba
wiciowa (Salix viminalis L.), stonecznik bulwiasty (Helianthus tuberosus L.) 1 §lazowiec
pensylwanski (Sida hermaphrodita L. Rusby) charakteryzowaly si¢ wyzszymi parametrami
biochemicznymi 1 fizjologicznymi o 15-20% w poréwnaniu z serig kontrolng. Pozytywny
wplyw Biojodis, Asahi SL oraz mieszanin monokultur okrzemek (Bacillariophyceae)
1 Cyanobacteria (Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105, Anabaena

variabilis) zostal potwierdzony poprzez analiz¢ podstawowych parametrow fizyko-
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chemicznych tj.: indeksu zawartosci chlorofilu, intensywnosci wymiany gazowej (fotosynteza
netto, transpiracja, przewodno$¢ szparkowa oraz stezenie migdzykomorkowe COz),
aktywnoS$ci enzymatycznej: fosfatazy kwasnej (pH=6,0) i zasadowej (pH=7,5), RNazy oraz
dehydrogenaz, a takze integralno$ci membran cytoplazmatycznych. Dotychczasowe badania
wskazaly na duzg réznorodnos$¢ substancji biologicznie czynnych 1 wysoka zawarto$¢
zwigzkow antyoksydacyjnych wystepujacych w organicznych preparatach [20]. Poprzez
wplyw naturalnych stymulatoréw na szereg procesow metabolicznych roslin, odpowiadaja
one znacznie nizszym stresem oksydacyjnym, co wykazali w swoich badaniach Grzesik i in.
2015 1 Przybysz i in. 2016 [21 i1 22]. Kolejnym aspektem, ktory wskazuje na zasadnos¢
wykorzystania $rodkow biologicznych w nowoczesnym rolnictwie jest korzystny bilans
ekonomiczny ich stosowania. McAnally-Salas 1 in. 1992 [23] wykazali, Zze produkcja
nawozow okrzemkowych w pordéwnaniu do standardowych konwencjonalnych nawozdéw
moze by¢ tansza o niemal 98%. Natomiast naturalny preparat rolniczy testowany przez
Valenzuela-Espinoza, 1997 [24], charakteryzowat si¢ o$miokrotnie nizszymi kosztami
produkcyjnymi. Obecnie w rolnictwie polecanych jest wiele srodkoéw biologicznych, ktérych
zastosowanie skutkuje korzystniejszym bilansem ekonomicznym niz wykorzystanie nawozow
i srodkow syntetycznych, a dodatkowo sg one bardziej przyjazne dla srodowiska. Tego typu
dziatania proekologiczne stwarzaja szans¢ na znaczne ograniczenie niebezpiecznych dla
cztowieka 1 $rodowiska chemicznych nawozow przy jednoczesnym obnizeniu kosztow
produkcyjnych upraw ro$lin energetycznych. Korzystny efekt bionawozéw i $Srodkow
biologicznych zaobserwowano rowniez w uprawie ro$lin slonecznika bulwiastego
(Helianthus tuberosus L.) suplementowanej odpadami pofermentacyjnymi z biogazowni
i aplikowanymi dodatkowo biopreparatami Apol-Humus 1 Stymjod (nowsza generacja
Biojodis). Przeprowadzone badania wskazaly rowniez na mozliwosci energetycznego
wykorzystania wyprodukowanej, wedtlug opracowanych metod, biomasy nie tylko w procesie
spalania 1 biodegradacji do metanu, ale rowniez perspektywy uszlachetnienia jej w procesie
toryfikacji, w celu zwigkszenia przydatnosci w przemysle cieplowniczym. Aplikacja odpadow
1 biopreparatow korzystnie oddziatywata na aktywno$¢ enzymow, ktére maja kluczowy
wpltyw na wzrost roslin, plon biomasy, procesy fizjologiczne i wlasciwosci energetyczne.
Podobnie jak w przypadku proceséw wymiany gazowej, uzyty poferment oraz preparaty
biologiczne wzmacnialy aktywno$¢ fosforylaz kwasnych 1 zasadowych, RNazy
i dehydrogenazy w sposob zalezny od zastosowanej dawki. Fosforylazy alkaliczne i kwasne
sa odpowiedzialne za dystrybucje fosforu w roslinach 1 katalizujg hydroliz¢ fosforu

organicznego oraz regulujg stopien jego mineralizacji, co wptywa na warto$¢ energetyczng
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biomasy roslin [25]. Scisty zwiazek miedzy zréznicowana forma nawozenia, a stopniem
aktywnosci enzymatycznej i1 rozwojem ro$lin stwierdzono réwniez w innych ro$linach
energetycznych, takich jak kukurydza i wierzba wiciowa, ktére byty traktowane ekstraktem
z glondéw [26,27,28] oraz nawozone osadami $ciekowymi i popiotem [29,30]. Stymulujacy
wpltyw preparatow Asahi SL oraz Stymjod, aplikowanych razem z odpadami
pofermentacyjnymi, na wzrost i rozwdj stonecznika bulwiastego (Helianthus tuberosus L.)
mogl by¢ rowniez efektem oddzialywania zawartych w nich makro- 1 mikroelementow,
kwasoéw humusowych oraz jodu [31,32]. Z przedstawionych badan wynika, ze wykorzystanie
odpadow z biogazowni w uprawach stonecznika bulwiastego w roéznych warunkach
klimatycznych pozwala nie tylko na zmniejszenie dawek nawozoéw syntetycznych
zanieczyszczajacych srodowisko naturalne, ale takze moze rozwigza¢ powazny problem
utylizacji 1 sktadowania odpadéw pofermentacyjnych, ktéry jest kosztowny i niebezpieczny
dla srodowiska [33,34].

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wykorzystanie testowanych S$rodkéw
biologicznych, naturalnych ekstraktow 2z monokultur okrzemek (Bacillariophyceae)
i nietoksycznych szczepéw Cyanobacteria (Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa
MKR 0105, Anabaena variabilis) oraz odpadoéw z biogazowni jako stymulatorow wzrostu
roslin moze by¢ uwazane za jedng z obiecujacych strategii w ekologicznej 1 integrowane;j

uprawie roslin energetycznych w warunkach zmieniajacego si¢ klimatu.
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15. WNIOSKI

. Wierzba wiciowa (Salix viminalis L.), stonecznik bulwiasty (Helianthus tuberosus L.)
i Slazowiec pensylwanski (Sida hermaphrodita L. Rusby) wykazuja zrdéznicowang
wrazliwo$¢ na zastosowane ekstremalne warunki temperatury 1 wilgotnosci gleby podczas
ich uprawy, a takze na r6zne formy aplikacji bionawozow i srodkoéw biologicznych.

. Szerokie spektrum temperatury (od -5 do 40°C) oraz stosowana co 3 tygodnie na przemian
susza glebowa i nadmierne uwodnienie niekorzystnie wptywaja na rozwoj testowanych
ro$lin.

. Dolistna 1/lub doglebowa aplikacja mieszaniny monokultur Cyanobacteria (Anabaena sp.
Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105, Anabaena variabilis), monokultur okrzemek
(Bacillariophyceae) oraz biopreparatow Asahi SL i Biojodis w znacznym stopniu
zmniejszaja negatywny wplyw stresu hydrotermicznego 1 pozytywnie wpltywaja na
dynamike wzrostu oraz aktywnos$¢ fizjologiczng roslin energetycznych.

. Najbardziej skuteczng w niwelacji niekorzystnego wptywu stresu hydrotermicznego oraz
stymulacji wzrostu i aktywno$ci fizjologicznej jest dolistna i doglebowa aplikacja
preparatu Biojodis o stezeniu 1%, w nieco mniejszym stopniu Asahi SL 0,2% oraz
mieszaniny monokultur Navicula sp. 1 Cyanobacteria.

. Wykorzystanie srodkodw biologicznych jest ekonomiczng alternatywna oraz moze sprzyjac
ograniczeniu stosowania nawozoOw chemicznych 1 pestycydow, ktére niekorzystnie
wptywaja na srodowisko.

. Zwigkszenie odpornosci ro$lin oraz stymulacja wzrostu i aktywnosci fizjologicznej przy
pomocy testowanych monocultur Nawicula sp. 1 Cyanobacteria, pofermentow
z biogazowni oraz preparatow Biojodis, Asahi SL i Stymjod, skutkuja uzyskaniem
wiekszego plonu biomasy roslinnej w warunkach zachodzacych zmian klimatycznych,
transferowanej na cele energetyczne.

. Zastosowanie monocultur Navicula sp. 1 Cyanobacteria (Anabaena sp. Trebon,
Microcystis aeruginosa MKR 0105, Anabaena variabilis), odpadow z biogazowni
i zwigkszenie ich wartosci nawozowych poprzez dodatkowa aplikacje biopreparatow
Biojodis, Apol-Humus i1 Stymjod jako alternatywy do nawozow sztucznych wskazuje na
nowe mozliwo$ci ograniczenia nawozenia syntetycznego ro$lin energetycznych

1 zwigkszenia ich plonu biomasy.
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8. Pozyskana biomasa roslin energetycznych, traktowanych testowanymi bionawozami,
srodkami biologicznymi oraz monokulturami okrzemek i Cyanobacteria, charakteryzuje
si¢ wysokimi parametrami energetycznymi i moze by¢ bezposrednio spalana w kottach
grzewczych, poddana biodegradacji do metanu oraz uszlachetniana w procesie toryfikacji
w celu zblizenia jej wartosci energetycznych do wegla kamiennego.

9. Zastosowanie odpaddéw z biogazowni, preparatdéw Biojodis, Asahi SL, Stymjod i Apol-
humus oraz mieszaniny monokultur okrzemek i Cyanobacteria jako biostymulatorow
wzrostu roslin, jest jedna z najbardziej obiecujacych strategii w ekologicznej
1 integrowanej uprawie testowanych roslin energetycznych.

10. Ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ danych literaturowych i wzrastajace zapotrzebowanie
na opracowanie technologii stosowania preparatdéw (typu Asahi SL i Biojodis) oraz
mieszaniny monokultur okrzemek i Cyanobacteria jako biostymulatorow w uprawie roslin,
konieczne sg dalsze badania w celu pelniejszego zrozumienia tych procesow, jak rowniez
identyfikacji zwigzkow aktywnych uwalnianych przez te organizmy i ich wplywu na

poszczegolne gatunki roslin.
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16. PODSUMOWANIE

Celem przeprowadzonych prac bylo zbadanie wptywu wybranych biopreparatow oraz
pofermentow z biogazowni, ekstraktow z okrzemek MNavicula sp. 1 nietoksycznych
monokultur Cyanobacteria (Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105,
Anabaena variabilis), na wzrost 1 rozw0j wybranych roslin energetycznych: wierzby wiciowej
(Salix viminalis L.), stonecznika bulwiastego (Helianthus tuberosus L.) 1 $lazowca
pensylwanskiego (Sida hermaphrodita L. Rusby) w przewidywanych warunkach
zmieniajgcego si¢ klimatu. Wszystkie zastosowane bionawozy i1 biopreparaty korzystnie
wplynely na wzrost 1 aktywnos$¢ fizjologiczng testowanych roslin energetycznych, w stopniu
zaleznym od ich dawki i sposobu aplikacji. Wykazany korzystny wplyw mieszaniny
okrzemek (Bacillariophyceae) 1 monokultur Cyanobacteria na wzrost 1 aktywnosc
fizykochemiczng roslin byt wynikiem oddziatywania syntetyzowanych przez te organizmy
zwigzkéw: mikro 1 makroelementéw, aminokwasow 1 weglowodandéw, witamin, roslinnych
hormonoéw wzrostu (IAA-auksyn, GA-giberelin, CK-cytokinin) oraz wielu innych
metabolitow wtornych niezbednych do prawidlowego rozwoju roslin. Dowiedziony
pozytywny wpltyw Biojodis, Stymjod 1 Asahi SL na testowane ro$liny energetyczne,
udokumentowany wyzszymi parametrami aktywno$ci metabolicznej (indeks zawarto$ci
chlorofilu, wymiana gazowa, integralno§¢ membran cytoplazmatycznych, aktywnos$¢
enzymatyczna fosfatazy kwasnej i zasadowej oraz RNazy) byl konsekwencja oddziatywania
zawartych w tych biopreparatach substancji humusowych, chitozanu, aktywnych form jodu
oraz makro- 1 mikroelementow. Badania wykazaly, Ze testowane ekstrakty, pofermenty
1 preparaty moga by¢ zastosowane w rolnictwie i1 stanowi¢ podstawe dla zrownowazonej
ekologicznej gospodarki cyrkulacyjnej i przemystu energetycznego, jako alternatywa dla
syntetycznych, niebezpiecznych dla $rodowiska nawozow sztucznych 1 pestycydow.
Opracowane wyniki potwierdzity wczesniejsze zatozenia 1 hipotezy majace na celu
ograniczenie  negatywnego wplywu na ro$liny zmiennych  warunkow, sub-
1 supraoptymalnych temperatur oraz suszy i nadmiernego uwilgotnienia gleby.

Przeprowadzone badania wnosza nowe informacje wskazujace na mozliwosé
wykorzystania testowanych $§rodkéw biologicznych, pofermentéw z biogazowni oraz
ekstraktow z monokultur okrzemek Navicula sp. i nietoksycznych szczepow Cyanobacteria
(Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105, Anabaena variabilis) w uprawie

testowanych ro$lin energetycznych jako alternatywy dla nawozenia syntetycznego.
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Wykorzystanie ich w rolnictwie jest uwazane za jedng z obiecujacych strategii w ekologiczne;j

1 integrowanej uprawie roslin energetycznych w warunkach zmieniajacego si¢ klimatu.
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CLIMATE CHANGE AND THE CULTIVATION OF ENERGY CROPS

Abstract

Atmospheric circulation, temperature, hydrological cycles, and solar radiation affect all organisms on earth.
Rapid climate change, with positive and negative effects, forces people to create new and effective solutions in
the fields of industry, agriculture and construction in all aspects of the global economy. Developing appropriate
strategies for growing energy crops using organic methods will help to reduce the negative effects of global
environmental change.

Key words
Climate, climate change, energy crops

Introduction

Climate change at the national and global levels is conducive to increasing the areas and the potential of use of
energy crops to produce biomass, and for the introduction of species resistant to biotic and abiotic environmen-
tal changes into farming.

Bearing in mind the changes in climate, which are accelerating and often surprising with new phenomena, it is
appropriate to move away from the definition of the climate to understand its structure, the influence of external
factors and, consequently, the progressing changes. Climate is understood as a characteristic course of weather
phenomena, which have been cyclical over many years [1]. Most often observations made over a period of thirty
years are considered. The climate is determined by the course of the weather, including a wide variety of factors,
such as temperature, precipitation, or wind. On Earth, we can distinguish three basic climate-forming processes:
water, heat and air circulation. In addition, geographic factors play an important role, including the height above
sea level and the layout of the lands and oceans. The life of organisms and the frequency of their occurrence are
conditioned by ecological factors, including the climate.

Climate and environmental changes that have occurred in recent years are due to natural causes. One cannot
forget, however, that man and his activities are also contributing significantly to the effects of extreme weather
conditions. Over the last decades, researchers have observed that these changes are much larger and are occur-
ring much more quickly because of increased intensity of anthropogenic activities that are unfavorable to the
environment. In 1988, on December 6, Resolution 43/53 of the United Nations General Assembly was made,
which recognized that climate changes and their negative effects are a common problem for humanity. At the
same time, a special unit was also created, the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), which aims
to investigate the causes and effects of climate change and to disseminate the information obtained to the au-
thorities of different countries and individuals or institutions interested in this subject [2].

The causes and effects of climate changes

Factors that significantly affect climate change are divided into two main groups. Changes due to natural factors
and those that result from human activity (anthropogenic effects). Multiple, unfavorable human activities in-
clude, but are not limited to, atmospheric pollution. This is due to excessive CO2 emission during the combustion
process of fossil fuels like coal, crude oil, or natural gas. The significantly increased level of CO: results in the
retention of heat in the atmosphere and consequently results in global warming.

The dissemination of the opinion on the significant impact of CO2 emissions on the greenhouse effect has begun
activities aimed at extending the idea of protecting the Earth's climate. The most important document to influ-
ence the imposition of restrictions associated with CO2 emissions is the Kyoto Protocol from 1998 [3]. It
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complements the United Nations Framework Convention and the international treaty on counteracting global
warming. This document came into force on February 12, 2005. According to the provisions of the treaty, the
countries that have ratified it have pledged to reduce their greenhouse gas emissions by at least 5% by 2012
compared to the 1990s. Any action taken on a large scale at that time did not bring the expected results. Many
countries have not undertaken any commitments to cut CO 2 emissions or have merely decided not to increase
it. The absence of any restrictions and sanctions has led to unsatisfactory results in the fight against adverse
climate changes.
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The graph above shows that in the 1960s (initial state) almost 70% CO2 was emitted by Western countries. As of
today, this ratio has been significantly reduced. The United States, once responsible for nearly 35% of greenhouse
gas emissions, reduced this to only 18%, while the EU countries cut emissions from 29% to 12%. Unfortunately,
in the last dozen or so years, new leaders like China or India have increased CO; emissions due to rapid economic
growth. Most emissions come from the combustion of coal (43%), oil (33%), gas (18%), cement production (5.3%)
and gas extraction processes (0.6%). The total CO2 emissions calculated from the beginning of the Industrial
Revolution (approx. 1870) will reach 2,015 billion tons by the end of 2013, with 70% corresponding to the com-
bustion of fossil fuels, and 30% to deforestation and other interferences in land surfaces [5]. Nearly 86% of CO2
is produced by countries that are non-EU countries that are not covered by the "3x20" directive planned for
2020, and did not ratify the Kyoto protocol. These countries have strongly increasd coal mining and CO2 emis-
sions. The global use of coal will most likely increase more than twice by 2030. Today, the worldwide power
industry is 41% based on coal. By 2030, the share of coal in energy production and its use in other industries is
expected to rise to 44% [6].

Studies on the mechanisms and effects of climate change are being undertaken. The effects of the progressing
climate changes include the melting of ice caps on the poles. At the North Pole, the area covered by arctic ice
has decreased by 10%. The thickness of the ice under the surface of the water has decreased by about 40%. The
ice cap in Antarctica has undergone similar processes [7]. According to the Japan Aerospace Exploration Agency
(JAXA), the area of ice in the Arctic is getting smaller and smaller (Figure 2).
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Another significant change is the shrinking of the glaciers. It is estimated that up to 75% of glaciers will disappear
in the Swiss Alps by 2050. It is likely that melting of the glacier covering Kilimanjaro will occur even faster, as
early as 2020. The Austrian and Swiss communities are trying to protect the glaciers on their own, covering them
with special foils to protect them from being completely melted. Because of global warming, sea levels are rising.
During the last century, the water level has risen by as much as 25 centimeters, and is expected to grow further
to 88 centimeters by 2100. As a result, low-lying islands and coastal areas may be flooded. Areas located deeper
inland may also be flooded by sea water, thus destroying crop areas and causing pollution of fresh water re-
sources. Progressive climate change results in extreme weather conditions, such as hurricanes, floods, storms
and droughts. In addition, compared to the previous decades (Fig. 3), the last decade is full of natural disasters,
particularly floods and hurricanes. Increasing temperatures can cause significant shortages in access to drinking
water, to which 1.1 billion people currently do not have permanent access. The rise of the temperature will
increase the number of people suffering from water shortages by up to 3.4 billion.
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Fig. 3. The average annual anomalies of maximum and minimum daily and daily temperature amplitudes in the period
1950-2004
Source: [9]

An increase of the temperature by 2.5°C means that the current number of 850 million people suffering from
chronic hunger will increase by another 50 million. A temperature higher than the current one is also a huge
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epidemiological risk and danger due to the spread of infectious diseases by insects. Higher temperatures con-
tribute to the development of disease-carrying insects, which in this case will be able to reach many other regions
and will spread the disease even where it has not previously been a major threat. Climate changes have a signif-
icant impact on the environment and its ecosystems. By 2050 it is estimated that up to 1/3 of the presently living
species can be extinct. Polar bears, seals, walruses and penguins are particularly threatened. The boundaries of
ecosystems shift, which results in animals not being able to adapt to the new conditions imposed on them and
begin to die out.

Public awareness and European programs

Lack of knowledge and disregard for the problems associated with climate changes still result in insufficient ac-
tion. An example of this is a 2007 survey conducted by Ipsos MORI in the UK, which revealed that 56% of citizens
think scientists are still questioning climate change. The poll suggests that terrorism, graffiti, and crime are more
alarming than climate change [10].

Table 1. The social perception of the existence and significance of global warming in the world and in the United States

View % agreeing Applicable/Year
Global warming is likely taking place. 85 USA/2006
Global warming is likely taking place. 80 USA/1998
Human activity is a significant cause of climate change. 71 USA/2007
Human activity is a significant cause of climate change. 79 World/2007
Climate change is a serious problem. 76 USA/2006
Climate change is a serious problem. 90 World/2006
Climate change is a serious problem. 78 World/2003
It is necessary to take appropriate action quickly. 59 USA/2007
It is necessary to take appropriate action quickly. 65 World/2007

Source: Ipsos MORI poll from June, 2007 in the UK

A report published by the European Environment Agency titled "Climate change, impacts and vulnerability in
Europe 2012" stated that average temperatures were rising throughout Europe, and there was also a decrease
in precipitation in the southern regions and an increase in precipitation in Northern Europe. Greenland's ice cap,
Arctic sea ice, and many glaciers in Europe are melting, most of the permafrost is warming up, and the extent of
the snow cover has decreased significantly. There is a high likelihood that in the future we can expect further
negative consequences of global climate change, which will have a significant impact on the global economy [11].
This implies the need to take steps at several levels, at the local, regional and national levels. The size and the
strength of the negative effects depend to a large extent on the socio-economic, geographical or climatic condi-
tions of the region [12]. The European Union report shows that all European countries are exposed to sudden
and unpredictable climate changes, but not all regions are equally affected. The effects of climate change will
significantly contribute to increasing social disparities across the EU. We must pay close attention to the social
groups and regions that are most at risk and that are already in a difficult situation.

Therefore, to reduce the effects of climate change, many joint adaptation projects have been developed be-
tween countries, regions or cities. Most of these types of programs are partly or fully financed by the European
Union. An example is the 2014-2020 Research and Innovation Framework Program Horizon 2020, with a budget
of more than 77 billion euros [13]. This program is intended to fund particularly small and medium-sized enter-
prises, which can be pioneers in developing projects and services to combat climate change, by exploiting the
opportunity to conduct business around the world. These innovative strategies aim to promote a low-emission
economy that is immune to climate change, and to promote sustainable development. Another program is LIFE
+, whose main objective is sustainable development of the environment through the implementation and up-
dating of community policies [14]. These actions are supported by EU funds and international institutions,
including the European Investment Bank and the European Bank for Reconstruction and Development.
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Most industries, a significant proportion of the economy, global agriculture, and tourism are either directly or
indirectly dependent on climatic conditions. One of the many examples of the effects associated with the
changes are disturbances in the water management of ecosystems, the impact of heavy rainfall on the sudden
rise of groundwater levels, and thus the impact of this process on surface water quality (Figure 4) [16].

Climate changes in Poland

Rapid climate change and unexpected weather anomalies like hurricanes, tornadoes, high temperature fluctua-
tions, violent precipitation, and long-lasting droughts have become a reality in the last dozen or so years. Because
of its geographic location, Poland is in a place conducive to the clashing of various masses of air, resulting in the
formation of extremely different weather conditions, and consequently affecting the climate of our country.
Poland's climate is characterized by high volatility and significant fluctuations, which can be exemplified by the
recent turn of the weather. Warm winters, hot and rainy summers, and a short autumn and spring have a signif-
icant impact on the environment and thus on the economy. The lack of rainfall, low humidity, droughts and
previously unprecedented temperatures are of great importance for all ecosystems and water relations in the
surrounding region. Such phenomena are particularly noticeable in southern and southeastern Poland. Accord-
ing to scientists from the Institute of Meteorology and Water Management, the main cause of this situation is
the process of climate change. Global weather changes affect the climate situation on both the regional and
national levels. In the future, there will be significant changes in the hydrological cycle. The results of these
changes will have a significant impact on the environment of the whole country.
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An analysis of the average annual precipitation in Poland from the last decade indicates a significant decrease in
the so-called average annual precipitation in the southwest of the country by almost 5% and an increase of the
average annual precipitation in the east by about 4% (Fig. 5). It must be stressed, however, that in the case of
temperature, all forecasts jointly indicate growth tendencies, whereas in the case of precipitation the results are
significantly different from one another. Despite the ambiguity of forecasts, it is necessary to consistently im-
prove the system of water resources management in Poland.

Energy crops and climate change

Extreme climatic events that are widespread around the globe lead to a significant decrease in crop yields, in-
cluding energy crops. Human activities increase the intensity of the natural greenhouse effect. This leads to
significant changes in the temperature values and to related phenomena taking place throughout the climate
system. The last decade of the 20th century was the warmest in the whole century. Hitherto unrecorded tem-
peratures, torrential rains, unprecedented droughts, hurricanes, exceptionally warm and snow-free winters, hot
summers affect food production all over the world. The relationship between agriculture and the climate is direct
and indirect. Because of direct exposure, higher temperatures modify the uptake of nutrients from the substrate
and increase the plants' demand for water, the soil evaporates faster, and the plants breathe more deeply (the
process of evapotranspiration). As the temperature rises, the amount of water vapor in the air also changes, the
level of matter content decreases and the soil exhibits a smaller water storage capacity. These factors hamper
the growth of plants including energy crops. Both indirect and direct temperatures endanger crop yields. If a
temperature range that is optimal for a given plant is exceeded in a region, the plant usually reacts negatively,
resulting in reduced yields. Most plants are sensitive to high air temperatures. A temperature of 45-55°C for at
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least 30 minutes causes leaf damage in most plants. Even lower temperatures (35 to 40°C) can be destructive to
plants if they persist for a long time. A temperature above 36°C can make corn pollen die, while a temperature
of about 20°C hampers the formation and growth of potato tubers. The susceptibility to damage by high tem-
peratures is different at different stages of plant development. Plants in the early stages of development are
particularly sensitive to extreme weather phenomena. High temperatures are very harmful also in the reproduc-
tion phase, for example for corn during the corymb stage, for soybeans during flowering, and for wheat when
the ears fill. On the other hand, it is also possible that higher temperatures may accelerate the growth of some
plant species, as predicted for the staghorn sumac.

There is a growing deficit of water in the EU countries, which already has a very low nutrient content [20].
Drought causes wilting and slows down the development of plants, and changes the proportions of nutrients
(carbon/nitrogen) contained in them, thus reducing the resistance to nematodes and insects. Weakened plants
are more prone to attack by fungal pathogens, especially in shoot and root areas. Dry and warm weather is
conducive to the growth of insect populations and epidemics of viral diseases, such as the locust plague associ-
ated with drought in Mexico (1999). Energy crops can suffer most if the dry periods occur during important
phases of plant development, such as the reproduction phase. Most plants are particularly sensitive to water
stress during flowering, pollinating and sprouting. The effects of drought can be avoided, for example by early
planting of fast-growing plant varieties. Weeding and the introduction of microorganisms beneficial for the soil
environment [16-20] can also be used to maintain proper soil moisture.

Precipitation, which is the primary source of moisture in the soil, is probably the most important factor in plant
yield. Climate models forecast an overall increase in the average amount of precipitation in the world, but their
results also suggest the possibility of a change of precipitation regimes in many places. Climate changes can cause
an increase or decrease in the total precipitation in different seasons. Water management of energy crops is
sensitive to factors such as higher temperatures, dryer air, and higher wind speeds, which accelerate evapotran-
spiration during the day and change its seasonal pattern. Drought is not only caused by reduced rainfall, but may
also be the smaller amount of snow in winter and early melting of snow in spring. In dry regions, this may reduce
the outflow of water in rivers and reservoirs used for irrigation of fields during the vegetative season. Periods of
high relative humidity, frost or hail may also affect yields. Heat stress and water stress often occur together and
act synergistically. Usually they are accompanied by high levels of solar radiation and strong winds. Under
drought conditions, crop plants close their stomata to limit transpiration. As a result, the temperature inside the
plant increases, which can cause damage.

Precipitation is probably the most important factor in determining how plants respond to pests and diseases.
Very wet summers can cause lower yields, and water-soaked soils cause root rot and higher air humidity is con-
ducive to increased pests and diseases, especially in the early phases of development. Rapid downpours can
damage younger plants as well as accelerate soil erosion. The degree of damage to agricultural crops depends
on the duration of rainfall and flooding, as well as the plant development phase and the air and soil temperature.
Increased air humidity is conductive to epidemics and the spread of pathogens, such as the famine caused by
rice brown in Bengal where 2 million people died in 1942. The yellow rust epidemic in China's most important
manufacturing regions contributed to famine in the 1960s. Movement of soil due to increased erosion and sim-
ultaneous surface runoff causes the spread of pathogens to new areas. Pest infestations often coincide over time
with changes in weather, such as early or late rains, drought or excessive rainfall. Warm and humid conditions
are conductive to the development of most pests. Plants weakened by water deficit during drought are more
easily attacked by pests such as the Asian lady beetle compared to plants that are not exposed to such stress.

The climate also affects the effectiveness of pesticides used to combat or prevent pest infestations. The intensity
and duration of rainfall determines how long pesticides remain active and to what extent. In turn, temperature
and light affect the length of their effective operation by accelerating their chemical degradation. Most analyses
confirm that in the changing climate, pests can become more active than they are today and can increase their
geographical range. There is concern that more chemicals will be used in agriculture in the future, and this will
have health, environmental and economic consequences. Hence, it is necessary to draw attention to the ecolog-
ical nature of crops.

The climate affects not only the crops, but also weeds that compete with crops for nutrients in the soil, for light
and for space. Drought increases the competition between crops and weeds for the water contained in the sail,
while high humidity promotes the spread of weeds.
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The advantage of investing in renewable energy sources is that they are the projects with the lowest level of risk
in the long run. They can also result in energy independence and security of a given area, communes, and voi-
vodeships of the whole country. They can contribute to improving the energy supply of areas with
underdeveloped energy infrastructure, particularly areas prone to high unemployment, which will also create
new jobs [26]. In practice, the use of local sources of energy also means subsidizing at the local, communal,
county or voivodeship level. The cultivation of energy crops significantly reduces CO2, has a positive influence on
the landscape, reduces fossil fuel consumption, and thus minimizes costs.

Poland, as a member of the European Union, must reduce emissions of greenhouse gases according to the
previous findings. One of the most important ways to execute this taskis to introduce and disseminate renewable
energy sources, especially replacing some of the traditional transport fuels with biofuels, and replacing coal with
energy crop biomass.

The high interest in energy crops is due to many factors. The desire to reduce CO2 emissions, the occurrence of
extreme weather phenomena, rapid growth and resilience to these phenomena, relatively low financial outlays
for obtaining energy, numerous co-financing and projects have allowed for the creation of new directions in
agricultural production and in the economy itself. The most commonly used raw material to produce biofuels is
waste wood or straw. This condition will persist until the intensive development of energy crops.

In Poland, the most popular plants used in the so-called agricultural energetics include basket willow (Salix vim-
inalis) Sida (Sida hermaphrodita), corn (Zea mays), Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus), giant miscanthus
(Miscanthus sinensis gigantea), giant knotweed (Polygonum sachalinense), and Japanese rose (Rosa Multiflora).
The latest forecasts indicate that soon, the supply of biomass in the energy market in Poland will be supple-
mented by the widespread use of energy crops plantations, established and operated on land not yet used by
agriculture. Based on recent research, it can be stated unequivocally that the area of energy willow cultivation
in the coming years will grow to a significant extent. Most of the plants used in bioenergetics are plants with low
soil requirements, and an advantage of growing such plants is the chance to develop many barren lands in Po-
land.

The climatic changes observed so far in the country are conducive to increasing the potential usefulness of areas
for production of energy crops and introducing into the cultivation of thermophilic species like sorghum, sun-
flower, and soybeans. Higher temperatures, longer growing seasons, and an increase in the sum of precipitation
result in an increase in the productivity of these crops and do not adversely affect the grain and grass used in
renewable energy production. The observed increase in air temperature contributes to the extension of the veg-
etation period by approximately 10 days. This influences the change of the dates of establishing energy
plantations and the period of other agrotechnical works. For example, in the new climatic conditions, the dates
of spring cereal sowing will be accelerated and the winter cereal, delayed by about 3 weeks. The harvest of
cereals for energy needs may be one to four weeks earlier. Improved thermal conditions and a warmer zone
moving northward increase the chances of growing thermophilous plants in the central and northwestern parts
of the country. The increase in temperature by another degree will result in the absence of thermal barriers in
Poland to grow medium-late corn. However, the decreasing availability of water in some areas and the increased
irrigation needs in the conditions of more frequent droughts in the summer months will require a change in the
assortment of cultivated energy crops. It will be necessary to replace the plantations existing in these areas,
requiring humid soils (basket willow and corn), with plants with low water content requirements, such as
silphium, millet, Virginia mallow, and sorghum. So far, the forecasts presented are not clear, some indicate
growth, and others indicate a decline in yields in the changing climate.

The problem of growing energy crops in the changing climatic conditions of Poland will be the acceleration of
the growth rate of weeds like that warmth and the emergence of new and hard to exterminate pests (the corn
rootworm, the corn earworm), as well as the increase in the populations of pests with low harmfulness (aphids,
Oscinella frit, root fly, Phytomyza pubicornis, thrips). Mild winters will increase the risk of some diseases. This
will require the intensification of the use of energy crop protection agents against diseases and pests, which in
the case of the existing integrated crop system is costly and difficult due to the limited assortment of pesticides.
Another problem related to weather anomalies is the increasing variability of energy crop yields, which requires
growing a wide range of crops to ensure a steady delivery to the recipient.
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Fig. 6. The territory of Poland broken down into developed lands
Source: [21]

According to Eurostat data for 2013, Poland is mainly covered by forests, which account for almost 36% of the
territory (Fig. 6). A relatively large part of Poland, approximately 34%, is also covered by agricultural land. Barren
land in Poland accounts for almost 2% of the area. It is worth noting that on average in the European Union a
total of 6% of the territory of the various countries is wasted.

Itis also worth stressing that plantations of energy crops and all sorts of related treatments are covered by many
aid programs, which include the SAPARD Program, the PHARE Fund, the EU LIFE+ program, the EU HORYZONT
2020 program, which will be launched in 2014. Many national and regional institutions are providing co-financ-
ing, such as the Voivodeship Environmental Protection and Water Management Fund [22] or the Rural Area
Development Program.

The future of the climate

Earth's climate is a highly complex process, and to understand its very complex mechanisms and dependencies,
scientists need to use general circulation models (GCM). This is a mathematical model describing the behavior
of the climate based on the equations of fluid mechanics and other equations from the realm of physics and
chemistry, describing processes important for climate change (Fig. 7).

Fig. 7. An exemplary model describing the behavior of the climate based on the equations of fluid mechanics and other
equations from the realm of physics and chemistry, describing processes important for climate change
Source: [23]

The use of this type of operation allows for tracking and investigating many processes taking place in the atmos-
phere, and to analyze possible interactions. These models allow for determining the directions of the changes in
the coming years. An example of this type of simulation is the use of the variant with the ever-increasing con-
centrations of greenhouse gases in the atmosphere. Another example of a simulation that considers the increase
in CO2 in the atmosphere is the impact of sulfur aerosols. These compounds dissipate and reflect sunlight back
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into space and cause cloud formation, and this simulation also includes the temperature reduction factor. At
present, several models of this type have been developed, a significant part of which are used to predict the
impact of increased concentrations of greenhouse gases on the world climate. GCM results unequivocally indi-
cate an increase in the average temperature between 1.4°C and 5.8°C (Fig. 8). Both the increase of the amount
of aerosols in the atmosphere and the increase of the amount of CO, will greatly reduce the amount of sunlight
reaching Earth, and thus cool the planet.
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Fig. 8. Predicted increase in temperature according to different general circulation models
Source: [24]

The general circulation models also predict average rainfall in the world to grow by about 520%. They also allow
to indicate regions in the world where warming can be much higher than the global average. Minimum temper-
atures in winter and at night will continue to rise faster than average temperatures. Disorders in the global water
economy will greatly increase the frequency of anomalies such as droughts and floods. The increase in the oc-
currence of snowless winters, and consequently the decline of spring thaw, will potentially increase the effects
of spring and summer droughts. Despite the many doubts and criticisms of the unrefined circulation models by
scientists, it is obvious that the above weather disturbances will directly affect the world economy, particularly
agricultural production. It is very likely that many regions of the world today characterized by high productivity
will have to abandon crop production. The very likely changes in air temperature and water circulation in the
natural environment will have serious consequences both for the functioning of most ecosystems and for the
human economy. As a result, the frequency, territorial extent, and intensity of weather disasters will increase
significantly. The only opportunity to minimize the effects of anomalies and losses in food production is to adapt
agriculture and its agro-technology, forest management, water management, and other sectors of the economy
to the altered climatic conditions.
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CLIMATE CHANGE AND GROWTH OF ENERGY PLANTS

Abstract

Atmospheric circulation, temperature, hydrological cycles, and the impact of solar radiation affect condition of
all life on Earth. Rapid climate change may have positive and negative effects, forcing people to create new so-
lutions in the field of industry, agriculture, and construction. Developing appropriate strategies for this type of
crop plants can help reduce the negative effects of global environmental change.

Key words
climate change, global adaptation, energetic plants, energy demand
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Diatoms (Bacillariophyceae) as an effective base
of a new generation of organic fertilizers

Okrzemki (Bacillariophyceae)
jako efektywne bazy nawozow ekologicznych

nowej generacji
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Willow plants (Salix viminalis L.) were fertilized with a com.
synthetic fertilizer (up to 1.0 g/plant) and then with water-
suspended diatoms (Navicula sp.) (600 000 cells in 1 mL of
water, sonification at 20 Hz for 15 min, foliar application).
The use of diatoms resulted in an increase in the quantity
of microelements in plants (N, P, K) but did not affect their
energetic properties (heat of combustion, calorific value
and ash content) in the working state. The diatoms showed
perspective potential as a new generation biofertilizer in
prodn. of energy willow.

Okreslono mozliwosci stosowania okrzemek
jako bionawozu nowej generacji w uprawie
wierzby wiciowej w warunkach zredukowane-
go nawozenia syntetycznego i sprawdzono
potencjat uzyzniania roslin poprzez dolistng
aplikacje Navicula sp. Wptyw bionawozenia
zalezal od poziomu wzbogacenia gleby w nu-
trienty zawarte w syntetycznym nawozie. Po-
zytywny wptyw okrzemek na wzrost roslin
(wysokosé, liczba pedéw, suma ich dtugosci,
plon swiezej i suchej biomasy) byt zwigzany ze
wzrostem aktywnosci fizjologicznej (transpira-
cji, fotosyntezy, przewodnictwa szparkowego,
stabilnosci cytomembran, zawartosci chlorofi-
lu w lisciach), a takze aktywnosci enzymatycz-
nej (fosfatazy kwasnej i alkalicznej, RNaz oraz
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dehydrogenaz). Dolistna aplikacja okrzemek
zwiekszyta zawartos¢ makroelementéw w bio-
masie roslin wierzby (N, P, K) i nie wplyneta
ujemnie na wartosci parametrow energetycz-
nych (ciepto spalania w stanie analitycznym,
wartos¢ opatowa w stanie roboczym i zawar-
tos¢ popiotu w stanie roboczym). Okrzemki,
jako nowy bionaw6z w uprawie wierzby ener-
getycznej, umozliwiajg zmniejszenie stosowa-
nych dawek nawozéw sztucznych.

Obowiazek uprawy roslin metodami integrowanymi i ekolo-
gizacja rolnictwa w krajach Unii Europejskiej wymaga pilnego
ograniczenia stosowania chemicznych nawozoéw oraz $rodkow
ochrony roslin i zastapienia ich naturalnymi zwiazkami o podob-
nym i korzystnym wplywie na rosliny, nie zanieczyszczajacymi
srodowiska. Stosowanie nawozenia substancjami organicznymi
(bionawozenie) moze by¢ alternatywa dla nawozow syntetycznych,
jest przyjazne dla $rodowiska i organizméw zywych, zapewnia
korzysci ekonomiczne i ekologiczne oraz pozytywnie wplywa
na wzrost, plonowanie i walory konsumpcyjne ro$lin?. Oczekuje
si¢, Ze nawozenie materig organiczng ograniczy zuzycie nawozow
sztucznych 1 pestycydow, ktore sa niebezpieczne dla $rodowiska
i zdrowia ludzi?. Duze nadzieje wiaze si¢ z zastosowaniem mikroalg
w rolnictwie ekologicznym, w tym okrzemek (Bacillariophyceae).
Zastosowanie nawozOow nowej generacji bazujacych na nietoksycz-
nych okrzemkach jest wysoce perspektywiczne. Okrzemki stanowia
liczng grupg glonéw (ponad 10 tys. gatunkéw). Rozpowszechnione

Dr hab. Zdzistawa ROMANOWSKA-DUDA,
prof. nadzw. Ut, w roku 1980 ukonczyta stu-
dia na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu todzkiego. Jest profesorem
nadzwyczajnym Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu toédzkiego.
Specjalnos¢ - fizjologia roslin, ekotoksykologia,
kultury in vitro, mikroalgi, bioindykacja.

* Autor do korespondencji:
Katedra Ekofizjologii i Rozwoju Roslin, Uniwersytet t6dzki, ul Banacha 12/16,
90-131 todz, tel.: (42) 635-44-21, fax: (42) 635-44-23, e-mail:
romano@biol.uni.lodz.pl




sa w morzach i w wodach stodkich. Spotyka si¢ je takze poza §ro-
dowiskiem wodnym w glebie, na skatach oraz na korze drzew. Sa
organizmami jednokomérkowymi z mozliwo$cia tworzenia kolonii.
Ich $ciana komorkowa jest ztozona z substancji pektynowych
oraz wysycona krzemionka, ktéora moze stanowi¢ nawet poltowe
suchej masy komorki. Cytoplazma w komoérkach okrzemek $cisle
przylega do $ciany komodrkowej i zajmuje cate wngtrze komorki.
Chromatofory potozone sa przysciennie. Chloroplasty okrzemek
zawieraja chlorofil a i ¢ oraz karotenoidy (karoten) i fukoksantyng.
Okrzemki rozmnazaja si¢ przez podziat komorki, a czgsci skorupki
macierzystej zawarte w komorkach potomnych staja si¢ wieczkami.
Dobudowywana jest cz¢$¢ mniejsza, zwana denkiem. Okrzemki
naleza do autotrofow, a produktami procesu fotosyntezy sa ttuszcze
o duzej wartosci odzywczej i polisacharydy (chryzolaminaryna).
Wsrod okrzemek wystgpuje wiele gatunkow zdolnych do wzrostu
heterotroficznego, np. Navicula pelliculoza. Wydziela ona galare-
towata otoczke, ztozona z reszt kwasu glukuronowego. Wydzielane
Sluzy moga zawieraé rowniez ksylozg, mannozg, fukoze¢ i galak-
tozg, co ma znaczenie w dolistnej aplikacji nawozu z okrzemek
i pozytywnie wplywa na wzrost roslin oraz plon biomasy.

W chemicznym ujgciu glony sa bardzo warto§ciowym nawozem.
W poréwnaniu z obornikiem zawieraja mniej azotu i fosforu, ale sa
znacznie bardziej bogate w sole potasowe. Ponadto na powierzchni
glonéw znajduja si¢ bakterie asymilujace azot atmosferyczny, co
stanowi dodatkowe zrddlo tego pierwiastka. Plon roslin uprawnych
moze by¢ stymulowany przez mikroalgi dzigki ich zdolnosci do
syntetyzowania i/lub gromadzenia duzej ilo$ci réznorodnych
zwiazkow organicznych, w tym hormonow, aminokwasow, lipidow,
polisacharydow, biatek, witamin, makro- i mikroelementéw oraz
wielu innych substancji i wtornych metabolitow stymulujacych
aktywno$¢ fizjologiczna, rozwoj oraz odpornos$é na stres i niektore
patogeny. Jeden ze szczepodw mikroalg (sinice) ma mozliwosci syn-
tetyzowania atmosferycznego azotu, nawet do 20—-60 kg/ha/sezon,
ktory nastgpnie moze by¢ wykorzystany przez rosliny lub groma-
dzony w glebie. Wyselekcjonowane szczepy mikroalg wykazuja
tez korzystny wplyw na strukturg oraz wtasciwosci fizyczne i zycie
biologiczne gleby, a takze zapobiegaja rozwojowi chordb. W Rosji
przeprowadzono wiele doswiadczen® dotyczacych nawozenia
gleby glonami i okazato sig, ze w przypadku uzycia kompostu
glonowego uzyskano zwigkszenie plonu soi 0 600%, sataty o 400%
i rzodkiewki o 60%. Okrzemki zastosowane jako bionawozy nowej
generacji, oprocz wykazanych funkcji i gromadzenia istotnego dla
ro$lin krzemu, odgrywaja wazna rol¢ w globalnym obiegu wegla
nieorganicznego. Szacuje si¢, ze wytwarzany przez nie wegiel
organiczny stanowi ok. 20% jego produkcji na $wiecie w ciagu
roku i ok. 40% produkcji w akwenach morskich®. Ze wzgledu
na niewielka ilo§¢ danych w tym zakresie, na §wiecie podejmuje
si¢ intensywne badania w celu opracowania nawozow na bazie
mikroalg, ktore begda stosowane w ekologicznej i integrowanej
produkcji roslin uprawnych, co przyczyni si¢ do poprawy jakosci
agroekosystemow.

Stosowanie na duza skalg nawozow chemicznych w uprawach
rolniczych stwarza wiele problemow i powoduje uciazliwe zanieczysz-
czenie Srodowiska agrorolniczego i wodnego. Aby temu zapobiec,
w ostatnim czasie podejmuje si¢ proby catkowitego lub czg$ciowego
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ich zastapienia nawozami organicznymi, bionawozami i preparatami
mikrobiologicznymi, ktére korzystnie wplywaja na wzrost roslin
uprawnych i ekosystem. Mikroalgi, do ktorych naleza rowniez okrzem-
ki, w tym Navicula sp., moga odegra¢ kluczowa rol¢ w poprawie
jakosci gleby i jej zycia biologicznego oraz stymulacji wzrostu roslin
i mikroorganizméw®. Znaczna grupa tych organizméw wykazuje
mozliwosci fotosyntezy oraz syntezy i gromadzenia wielu zwiazkow
organicznych, ktore zaaplikowane do roslin wyzszych stymuluja ich
wzrost 1 rozwoj (tabela 1).

Celem pracy byto zbadanie przydatnosci okrzemek jako ekologicz-
nego nawozu nowej generacji w uprawie roslin i ocena wplywu
dolistnej aplikacji monokultur Navicula sp. na wzrost, aktywno$é
metaboliczna 1 parametry energetyczne wierzby wiciowej jako
ro§liny modelowe;.

Table 1. Number of shoot (per plant) and their annual increase in willow, as
affected by its triple foliar spray with Navicula sp. and soil fertilization with
fertilizer YaraMila

Tabela 1. Liczba pedéw na roslinie oraz roczny przyrost pedéw wierzby
wiciowej, opryskanej trzykrotnie monokulturami Navicula sp. i nawozo-
nej nawozem YaraMila

Liczba pedéw na roslinie | Przyrost dlugosci pedow, %

Do.l 1stn.a Dawka nawozu YaraMila,| Dawka nawozu YaraMila,

aplask /roslin /roslin

okrzemek g ¢ & :

1,0 0,5 0,0 1,0 0,5 0,0

Kontrola 1,67b"| 1,33a | 1,07a | 100,0a | 100,0a | 100,0 a
]S\g’v’c”l“ 2,67d|246d| 2,10c | 119,7¢| 1202¢ |108,5b
NIRO’OS"" 0,33 4,0

*Dane oznaczone tymi samymi literami nie roznig sie istotnie wg testu Duncana przy
poziomie istotnosci p = 0,05; **NIR skalkulowano przy poziomie istotnosci p = 0,05.

Czes¢ doswiadczalna
Surowce

Rosliny wierzby (Salix viminalis L.) uzyskano z sadzonek zdrew-
nialych, ukorzenionych zgodnie z procedurg stosowang w produkcji
towarowe;.

Uzyty do nawozenia ro$lin syntetyczny nawdz kompleksowy
YaraMila Complex (Yara Polska Sp. z 0.0.) zawierat azot (12%), fosfor
(11% P,0,), potas (18% K,0), magnez (2,65% MgO), siarkg (19,9%
S0O,) i mikroelementy (0,02% Zn i 0,015% B).

Monokultury Navicula sp. (okrzemki, Bacillariophyceae) wyho-
dowano na pozywce BG1l (ATCC Medium 616) w 27°C przy
o$wietleniu lampami Farel (18 W), zgodnie z procedura opracowana
przez Romanowska-Duda i wspotpr.®. Podliczano liczbg komorek
okrzemek za pomoca hemocytometru Fuchsa i Rosenthala. W uzytych
do doswiadczen monokulturach liczba komérek w 1 mL wody wyno-
sita 600 000. Przed zaaplikowaniem do roslin komoérki monokultur
wirowano przez 2 min (4000 rpm) i zawieszono w wodzie. Nast¢pnie
monokultury sonifikowano za pomoca ultradzwigkowego homogeniza-
tora (Omni-Ruptor 4000, Omni International) przez 15 min przy uzyciu
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glowicy tytanowej z czgstotliwo$cia ultradzwigkow 20 kHz, przy
amplitudzie 80% i impulsach 0,7-sekundowych w odst¢pach co 0,3 s.

Metodyka badan

Zdrewniate sadzonki wierzby wiciowej ukorzeniano, a uzyskane
z nich ro$liny uprawiano w 3-litrowych pojemnikach wypeionych
pozbawionym makro- i mikroelementéw substratem (mieszanina
torfu sfagnowego i piasku kwarcowego w stosunku objg¢tosciowym
1:1), w kontenerowni, w warunkach zaleznych od pogody. W miarg
potrzeby rosliny podlewano woda wodociagowa. W drugim tygo-
dniu uprawy rosliny nawieziono nawozem syntetycznym YaraMila
Complex w dawce 0,33; 0,171 0,0 g/L podtoza (1,0; 0,51 0,0 g/rosli-
ng). Nastgpnie rosliny trzykrotnie opryskano, co 3 tygodnie w ciagu
okresu wegetacyjnego, sonifikowanymi wodnymi monokulturami
Navicula sp. Pierwsza aplikacj¢ dolistnag nawozem okrzemkowym
wykonano przy wysokosci roslin 15 cm. Przydatnos¢ stosowanych
monokultur jako ekologicznego nawozu nowej generacji w uprawie
wierzby oceniono na podstawie pomiar6w biometrycznych ro$lin,
ich aktywnosci fizjologicznej, zawarto$ci makroelementow i warto-
$ci energetyczne;j.

Efektywno$¢ aplikacji Navicula sp. jako bionawozu oceniano na
podstawie pomiaréw biometrycznych wierzby wiciowej (co 4 ty-
godnie: wysokosci i zdrowotnosci ro$lin, liczby pedow i sumy ich dtu-
gosci), plonu $wiezej i suchej biomasy, indeksu zawartosci chlorofilu
aparatem Minolta SPAD-502, Konica Minolta” ® oraz na podstawie
aktywnoS$ci fotosyntetycznej, transpiracji, przewodnos$ci szparkowej
i stezenia migdzykomoérkowego CO, za pomoca analizatora wymiany
gazowej TPS-2, PP Systems, USA?. Ponadto oceniono aktywnosc¢

enzymatyczng fosfatazy kwasnej (pH = 6,0) i zasadowej (pH = 7,5)'%,
RNazy'? oraz dehydrogenaz, stosujac spektrofotometr UVmini-1240
Shimadzu®, a takze przepuszczalno$¢ membran cytoplazmatycznych
za pomoca konduktometru CC-551 Elmetron®. Stosowane testy oceny
aktywnosci fizjologicznej ro$lin sa powszechnie uznane za uzyteczne
markery aktywnos$ci metabolicznej oraz reakcji roslin na bodzce
zewngtrzne, co stwierdzono w poprzednich badaniach i literaturze
swiatowej'V. Sktad chemiczny (N, P, K w lisciach) i wlasciwosci
energetyczne roslin (warto$¢ kaloryczna w stanie roboczym, ciepto
spalania w stanie analitycznym i zawarto$¢ popiotu w stanie robo-
czym) zostaty zbadane w certyfikowanych laboratoriach”.

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono metoda losowanych
blokéw, w 3 seriach i w 3 powtorzeniach dla kazdego traktowania.
Kazde powtdrzenie zawierato 30 roslin uprawianych w 3-litrowych
pojemnikach wypetnionych mieszaning torfu sfagnowego i piasku
kwarcowego (1:1 obj.). Uzyskane $rednie z serii i powtdrzen opra-
cowano statystycznie, stosujac analize wariancji. Srednie wybranych
parametrow zostaly pogrupowane za pomoca testu Duncana na pozio-
mie istotnosci a = 0,05.

Omoéwienie wynikéw badan

Wyniki badan wskazaly, ze jednym z ekologicznych nawozow
organicznych moga by¢ okrzemki, ktére korzystnie wptywaja na
wzrost i rozwo6j wierzby wiciowej. Wykazaty takze, ze bionawo-
zenie sonifikowanymi komoérkami monokultur Navicula sp., co
3 tygodnie w formie dolistnej aplikacji, zwigkszyto dynamike
wzrostu pedéw wierzby wiciowej, co przetozylo si¢ na wyzszy plon
$wiezej i suchej biomasy (rys. 11 2). Stymulujacy wptyw zastoso-
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Fig. 1. Dynamics of growth of plants, total length of shoots and index of chlorophyll content in willow leaves, fertilized with a fertilizer YaraMila Complex
and sprayed 3 times, in 3 week interval with monocultures Navicula sp. (N). Control (K) plants were sprayed with distilled water. LSD at the significance
level of p = 0.05

Rys. 1. Dynamika wzrostu roslin, suma diugosci pedéw i indeks zawartosci chlorofilu w lisciach wierzby wiciowej nawozonej kompleksowym na-
wozem YaraMila Complex i opryskiwanej 3-krotnie, co 3 tygodnie monokulturami Navicula sp. (N). Kontrole (K) stanowity rosliny opryskiwane woda
destylowang. NIR przy poziomie istotnosci p = 0,05
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Fig. 2. Fresh and dry weight of willow plants grown in 3-liter containers, fertilized with a fertilizer Yara Mila Complex and sprayed 3 times, in 3 week interval with
monocultures Navicula sp. (N). Control (K) plants were sprayed with distilled water. LSD at the significance level of p = 0.05. Data marked with the same letter
are not statistically different at a significance level of p = 0.05

Rys. 2. Swieza i sucha masa roslin wierzby wiciowej uprawianych w 3-litrowych pojemnikach nawozonych kompleksowym nawozem YaraMila Com-
plex i opryskiwanych 3-krotnie, co 3 tygodnie, monokulturami Navicula sp. (N). Kontrole (K) stanowity rosliny opryskiwane wodg destylowang. NIR
przy poziomie istotnosci p = 0,05. Dane oznaczone tg samg literg nie réznig sie statystycznie przy poziomie istotnosci p = 0,05
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wanej okrzemki stwierdzono przy wszystkich poziomach nawo-
zenia doglebowego syntetycznym nawozem YaraMila Complex,
jednak najwigksze przyspieszenie wzrostu zaobserwowano przy
wyzszych dawkach nawozu (1,0 i 0,5 g/rosling). Rosliny traktowane
sonifikowanymi okrzemkami odznaczaly si¢ rowniez wigksza zdro-
wotnoscia. Podobne obserwacje odnotowano w przypadku zasto-
sowania wyciagu z wodorostu listownicy palczastej (Laminaria
digitata), ktory stymulowat mechanizmy odpornosciowe roslin
i zwigkszal ich ochrong przed zainfekowaniem maczniakiem
prawdziwym u truskawek oraz zaraza ogniowa w uprawach sadow-
niczych. Mozliwosci zastosowania mikroalg jako bionawozow
wykazali rowniez Falch i wspotpr.'?, Kreitlow i wspoltpr.'®, Burja
i wspotpr.'¥, Nain i wspotpr.'> oraz Rana i wspotpr.'®, ktorzy wska-
zali ich stymulujacy wplyw na wzrost pszenicy oraz na zdolnosé
tych organizméw do syntezy zwiazkéw czynnych hamujacych
rozwoj patogenicznych bakterii i grzybow. Wedtug Romanowskiej
i wspotpr.!” oraz Rastogi i Singha'® niektore gatunki mikroalg
moga syntetyzowa¢ roéwniez metabolity wtorne (cyjanotoksyny)
wykazujace toksyczny wpltyw na organizmy zywe. Niektore z nich
moga mie¢ ekologiczne zastosowanie jako allelochemikalia o cha-
rakterze glonobodjczym, herbicydow i insektycydow. Bioelicitory
syntetyzowane przez Ulva lactuca zmniejszaty rozwdj chorob na
rozsadzie pomidordéw, spowodowanych przez Fusarium oxysporum
f. sp. Lycopersici'®. Bionawozowe, stymulujace wzrost wlasciwosci
wielu szczepdéw mikroalg stwierdzono réwniez u ryzu, jeczmienia,
owsa, pomidora, rzodkiewki, bawetny, trzciny cukrowej, chili, sata-
ty, pszenicy, stonecznika, gozdzika, winorosli i kukurydzy? % 2029,
Przyspieszony wzrost i rozwoj oraz zwigkszony plon biomasy
wierzby wiciowej byl konsekwencja zintensyfikowania wielu
procesoéw fizjologicznych przez aplikowane monokultury okrze-
mek. Migdzy innymi zwigkszyta si¢ aktywno$¢ enzymatyczna
fosfatazy kwasnej i zasadowej (odpowiedzialnej za gospodarke
fosforem w ros$linie), RNazy (regulujacej rozkltadanie wiazan
fosfodiestrowych w kwasach rybonukleinowych, RNA) i dehy-
drogenaz (kluczowych enzymoéw cyklu oddechowego); tabela 2.
Korzystny wplyw okrzemek na wzrost wierzby wiciowej byt
tez nastgpstwem ich pozytywnego oddzialywania na integral-
no$¢ membran cytoplazmatycznych, co wykazano na podstawie
wypltywu mniejszej ilosci elektrolitow z tkanek, jak rowniez
zwigkszenia zawarto$ci chlorofilu, ktérego miernikiem jest
indeks zawarto$ci chlorofilu (rys. 1). Okrzemki zwigkszyly tez
aktywnos$¢ fotosyntetyczna i zintensyfikowaly transpiracje oraz
przewodno$¢ szparkowa, co spowodowalo mniejsza zawarto$¢
migdzykomorkowego CO, (rys. 3). Zastosowane testy oceny
aktywnosci fizjologicznej roslin sa powszechnie uznane jako

;s Fotosynbeza netto - Trnspracia
1 d
L 3f 4
’ el ._._,.-""'""_-_-_"‘
s B ‘--"""n. i
& ;- " g 22—t
i Ertmmmee T T L
S S lr) S eid.l
g 15 S H e, e
g 7 o | E 181 .,
7 oy E .
& a8 . 18 1
iRy =21 ] Wi, =1 18 .
[ 14

~m=E 10 —a—pMN10 -s-K08
==l 05 =a=K Q0 =—8=N Q0

cu= 1) =e=H 10 =a=K Q5]
=N 05 -a-K 00 —=H 00

Table 2. Activity of selected enzymes in willow leaves, as affected by their
triple foliar spray with Navicula sp. and soil fertilization with fertilizer YaraMila

Tabela 2. Aktywnosé wybranych enzymoéw w lisciach wierzby wiciowej
trzykrotnie opryskanej monokulturami Navicula sp. i nhawozonej nawo-
zem YaraMila

Dolistna | Dawka nawozu YaraMila, | Dawka nawozu YaraMila,
aplikacja g/rosling g/rosling
okrzemek | 10 | 05 [ 00 | 10 | 05 | 00
Fosfataza kwasna Fosfataza alkaliczna
(pH 6,0), (pH 7.5),
mU/g $.m. mU/g $.m.
Kontrola 0,52¢" [ 0,43b | 029a | 0,18¢ | 0,13b | 0,9a
Navicula sp. | 0,84d | 0,79d | 0,39b | 0,32¢ | 0,29d | 0,15 be
NIR, . 0,05 0,03
RNaza, Dehydrogenazy,
mU/g $.m. mg formazan/g lis¢
Kontrola 2,58¢c [2,10b| 1,48a [ 0,75¢c | 0,60b | 0,42 a
Navicula sp. | 3,99d |3,60d |2,19bc| 1,40d | 1,27 d | 0,65 be
NIR, ,.” 0,41 0,14

*Dane oznaczone tymi samymi literami (odnosnie poszczegdinych enzymoéw) nie roznig
sie istotnie wg testu Duncana przy poziomie istotnosci p = 0,05; **NIR skalkulowano
przy poziomie istotnosci p = 0,05.

bardzo uzyteczne markery aktywnosci metabolicznej, w istotnym
stopniu decydujacej o rozwoju roslin, i jednocze$nie sa one
czutymi wskaznikami reakcji organizmow roslinnych na bodzce
zewngtrzne” 81D,

Bionawozowy charakter mikroalg, wyrazajacy si¢ stymulacja wzro-
stu roslin, jest wynikiem oddzialywania wielu syntetyzowanych przez
te organizmy zwiazkow: auksyn (IAA), giberelin (GA), cytokinin,
aminokwasow, makroelementéow (N, P, K, Ca, Mg), mikroelementéw
(Si, S, Zn, Fe, Mn, Cu, Mo, Co), poliamin i wielu innych wtérnych
metabolitow> 239, Hussain i Hasnain’® uwazaja, ze skuteczno$é
fitohormonow pochodzenia mikrobiologicznego jest poréwnywalna ze
skutecznoscia standardowych cytokinin i IAA.

W przypadku bionawozenia zasadna byta dolistna aplikacja mikro-
alg ze wzgledu na mniejsze stgzenie naturalnych substancji syntety-
zowanych i zawartych w ich tkankach niz st¢zenie makro- i mikro-
elementow w skondensowanych nawozach syntetycznych. Podczas
dolistnego nawozenia ro$liny wykorzystuja ponad 90% zwiazkdw,
a w przypadku doglebowego nawozenia tylko 10%. Dolistna aplikacja
moze zatem zwigkszy¢ plony o 12-25% w poréwnaniu z nawozeniem
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Fig. 3. Net photosynthesis, stomatal conductance, transpiration, intercellular concentration of CO, in the leaf of willow grown in 3-liter containers, fertilized with
fertilizer YaraMila Complex and sprayed 3 times, in 3 week interval with monocultures Navicula sp. (N). Control (C) plants were sprayed with distilled water. LSD

at the significance level of p = 0.05

Rys. 3. Fotosynteza netto, przewodno$¢ szparkowa, transpiracja i stezenie migdzykomérkowego CO, w lisciach wierzby wiciowej uprawianej w 3-li-
trowych pojemnikach, nawozonej nawozem YaraMila Complex i opryskiwanej 3-krotnie, co 3 tygodnie, monokulturami Navicula sp. (N). Kontrole (K)
stanowity rosliny opryskiwane wodg destylowana. NIR przy poziomie istotnosci p = 0,05
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doglebowym?®”. Ponadto niektére biosubstancje
stabo przemieszczaja si¢ w roslinie, co wykazano
na przykladzie mikroalgi Nostoc sp., ktora stymu-
Iuje aktywno$¢ mitozy w komorkach gospodarza

Table 3. Content of NPK in willow plants, as affected by their triple foliar spray with Navicula sp. and
soil fertilization with fertilizer YaraMila

Tabela 3. Zawartosé N, P i K w lisciach wierzby wiciowej trzykrotnie opryskanej monokultura-
mi Navicula sp. i nawozonej nawozem YaraMila

tylko w poblizu miejsca penetracji*®. N, % P, mg/kg s.m. K, mg/kg s.m.
Przeprowadzone badania wskazaly ponadto na | Dolistna . . .

Korzysin lyw dolistnej aplikacji okrzemek jako aplikacia Dawka nawozp YaraMila,|Dawka nawozy YaraMila,|Dawka nawozg YaraMila,
Zysiny wp ) ap ] J p ] ; g 2

bionawozow na zawarto$¢ makroelementow (N, P, K)  |okrzemek g/rosling g/rosling g/rosling

w roslinach wierzby. Moglo to $wiadczy¢ o migracji 1,0 0,5 0,0 1,0 0,5 0,0 1,0 0,5 0,0

makroelementéw do roélin zkomorek okrzemek!!-2>29,

Podobnie jak w przypadku wierzby, zwickszona Kontrola |2,85¢e"|2,17¢c | 1,26a |2243d|1810c¢|1210a 246811 19323 14339

zawarto$¢ N, P i K pod wplywem dolistnej aplikacji -

mikroalg zaobserwowali takze Abd E1-Moniem i Abd- Navicula 308f(228d| 1,37b [2273¢[2019d|1238b 25120 20 225 | 14 645

Allah® w lisciach winoro$li. Ponadto zwickszona —[SP: f d b

zawarto$¢ N, P, K, B, Fe i Zn w winorosli stwierdzi-  |NIR ** 0,10 24,9 300,3

li Khan i wspotpr*? pod wplywem wielokrotnego
opryskiwania mieszaning aminokwasoéw i ekstraktu
z wodorostow. Aplikacja mikroalg miata réwniez zna-
czacy wplyw na zwigkszone pobieranie sktadnikow
odzywczych przez pszenice'®. Zalezno$¢ pobierania
azotu przez roSliny od absorpcji fosforu wykazali

*Dane oznaczone tymi samymi literami (osobno dla N, P, K) nie réznig sie istotnie wg testu Duncana przy poziomie
istotnosci p = 0,05; **NIR skalkulowano przy poziomie istotnosci p = 0,05.

Table 4. Energy properties of plants, as affected by their triple foliar spray with Navicula sp. and
fertilization with fertilizer YaraMila at dose of 1.0 g/plant

Tabela 4. Parametry energetyczne wierzby trzykrotnie opryskanej monokulturami Navicula sp.
i nawozonej nawozem YaraMila (1,0 g/rosling)

takze Swarnalakshmi i wspotpr.*), ktorzy stosowali
mikroalgi jako matryce dla rolniczo uzytecznych Dolistna Wartos¢ kaloryczna Ciepto spalania Zawarto$¢ popiotu
bakterii (Azotobacter, Mesorhizobium, Serratia | aplikacja okrze- | w fazie operacyjnej, | w fazie analitycznej, | w fazie working state,
i Pseudomonas) w uprawach pszenicy. mek kJ/kg kJ/kg %

Dolistna aplikacja okrzemek nie miata istotnego "
wplywu na parametry energetyczne wierzby wicio-  [kontrola 15127 a 18699 a 1,63a
wej (warto$¢ kaloryczna w stanie roboczym, ciepto  |Navicula sp. 15138 a 18 656 a 1,49 a
spalania w stanie analitycznym, zawarto$¢ popiotu NIR, " 119.1 122,2 0.35

W stanie roboczym), co jest szczegélnie wazne

przy pozyskiwaniu biomasy na cele energetyczne
(tabele 31 4).

Bionawozenie roslin ekstraktami z okrzemek spowodowato podob-
ne zwigkszenie aktywnosci fizjologicznej, dhugosci pedow i plonu bio-
masy jak w przypadku doglebowego nawozenia wierzby wiciowej syn-
tetycznym nawozem YaraMila Complex w dawkach 1,01 0,5 g/rosling.
Okrzemki spowodowaty rowniez zwigkszenie, jakkolwiek w mniej-
szym stopniu, plonu biomasy roslin nie nawozonych tym nawozem
(tabele 11 2, rys. 1-3). Dane te wskazywaly na mozliwos¢ stymulacji
wzrostu i zwigkszenia plonu biomasy roslin wierzby wiciowej poprzez
bionawozenie okrzemkami w warunkach ograniczonego stosowania
nawozow sztucznych i zmniejszenia polecanych ich dawek, bez nega-
tywnego wplywu na wielkos¢ plonu biomasy wierzby. Jest to zgodne
z badaniami Hegazi i wspotpr.*?, ktorzy wskazali, ze po zastosowaniu
niektorych szczepéw mikroalg zalecane dawki azotu mozna bylo
zmniejszy¢ nawet o 25-50%. Ponadto mikroalgi, w tym okrzemka
Navicula sp., stanowia wazny sktadnik réznorodnych ekosystemow,
ktore odgrywaja znaczaca rolg w obiegu wegla i azotu. Wiele ich
szczepow wykazuje znaczng zdolno$¢ do tworzenia symbiotycznych
zwiazkow z roslinami eukariotycznymi bgdacymi gospodarzami,
nalezacymi do réznych grup*. Badacze poszukuja ekologicznych
i wydajnych rozwiazan dla hodowli mikroglonéw poprzez zamknigte
systemy produkujace ich biomasg, gdzie odchody zwierzgce sa stoso-
wane jako pozywka®).

Podsumowanie i wnioski

Wodne monokultury Navicula sp. (okrzemki, Bacillariophyceae)
moga by¢ stosowane jako ekologiczne bionawozy w uprawie wierzby
wiciowej 1 stanowiag wyzwanie dla zréwnowazonego rolnictwa.
Trzykrotna, co 3 tygodnie, aplikacja dolistna tych monokultur
stymuluje wzrost, rozwoj i aktywnos¢ fizjologiczna oraz zwigksza
zdrowotno$¢ roslin wierzby wiciowej, niezaleznie od poziomu nawo-
zenia mineralnego nawozem syntetycznym. Jednoczes$nie zwigksza
zawarto$¢ makroelementéw w roslinach i nie wptywa na ich warto$é¢
energetyczna. Stosowanie ekologicznych nawozéw w postaci eks-
traktow okrzemkowych jest ekonomiczne i przyjazne dla Srodowi-

NTEEIE) Seminy I

*Dane oznaczone tymi samymi literami (osobno dla parametréw) nie roznig sie istotnie wg testu Duncana przy
poziomie istotnosci p = 0,05; **NIR skalkulowano przy poziomie istotnosci p = 0,05.

ska, zwigksza produktywno$¢ upraw wierzby i moze ograniczy¢
stosowanie nawozow chemicznych, powodujacych zanieczyszczenie
otoczenia. Zastosowanie bionawozow jako stymulatorow wzrostu
ro$lin, ich naturalnej odpornosci na patogeny i stres oraz czgSciowo
jako alternatywa dla nawozoéw chemicznych jest uwazane za jedna
z najbardziej obiecujacych strategii w ekologicznej i integrowanej
uprawie roslin.

Ze wzgledu na ograniczong ilo§¢ danych literaturowych i wzrasta-
jace zapotrzebowanie na opracowanie technologii stosowania mikroalg
w uprawie ro§lin i pozyskiwaniu biopaliw, konieczne sa dalsze badania
w celu pelniejszego zrozumienia tych proceséw, jak rowniez identy-
fikacji zwiazkow aktywnych uwalnianych przez te organizmy i ich
wplywu na poszczeg6lne gatunki roslin®® 47,

Pracawykonana w ramach grantu Ny N N304 102940 ,, Innowacyjne
technologie wykorzystania metabolitow glonow i eliminacji nawozow
sztucznych w ekologicznej produkcji roslin energetycznych oraz ochro-
nie srodowiska” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Otrzymano: 10-02-2015
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Cyanobacteria, Asahi SL and Biojodis

as stimulants improving growth

and development of the Sida hermaphrodita L. Rushy plant
under changing climate conditions

Cyanobacteria, Asahi SL i Biojodis

jako hiostymulatory poprawiajace wzrost i roz-
woj slazowca pensylwanskiego

w zmieniajacych si¢ warunkach klimatycznych

DOI: 10.15199/62.2016.8.31

Mixts. of 3 strains of Cyanobacteria (Anabaena sp. Tre-
bon, Microcystis aeruginosa MKR 0105, Anabaena vari-
abilis) and 2 com. biostimulators were added to soil used
for growing Sida hermaphrodita L. Rusby plants at temp.
varying over a wide range (from -5°C to +40°C) applied
at 3 week intervals (20% soil moisture) and excessive hy-
dration (60%). Foliar application of Cyanobacteria mixts.
and biostimulators significantly reduced the negative in-
fluence of hydrothermal stress and a positive influenced
on the growth and physiol. activity of plants, increased the
productivity of the plant, and can reduce the use of chem.
fertilizers and pesticides.

Mieszanine trzech monokultur Cyanobacteria
(Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa
MKR 0105, Anabaena variabilis) oraz dwoch
handlowych biostymulatorow zastosowano
w szerokim zakresie temp. (od -5°C do +40°C)
i wilgotnosci 20% (zwiekszonej do 60%) na
glebe stosowang do hodowli Slazowca pen-
sylwanskiego. Dolistne stosowanie miesza-
nin Cyanobacteria i biostymulatoréw znacznie

Mar Krzysztof PIOTROWSKI w roku 2006 ukon-
czyt studia na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego. Jest dokto-
rantem w Studium Doktoranckim Mikrobiologii,
Biotechnologii i Biologii Eksperymentalnej tego
Wydziatu. Specjalnos$¢ — uprawa roslin energetycz-
nych metodami ekologicznymi w warunkach glo-
balnych zmian klimatycznych i Srodowiskowych.

zmniejszato hydrotermalny stres i korzystnie
wptlywato na wzrost i fizjologiczng aktywnosé
roslin, zwiekszato ich plon oraz mogto ograni-
czy¢ koniecznos¢ stosowania nawozéw mine-
ralnych oraz pestycydow.

Postepujace zmiany klimatyczne o zasiegu globalnym zmuszaja do
opracowania innowacyjnych technologii upraw roslin energetycznych
metodami ekologicznymi, ktére umozliwia produkcje biomasy w nie-
sprzyjajacych warunkach srodowiskowych. Zaktada si¢, ze wykorzy-
stanie stymulatorow wzrostu pochodzenia naturalnego w znacznym
stopniu zwigkszy odpornos¢ roslin na niekorzystne warunki stresu
srodowiskowego, ograniczy stosowanie pestycydow oraz zmniejszy
koszty uprawy, a tym samym pozytywnie wplynie na ich rozwoj
i plonowanie.

Wykorzystanie w rolnictwie nawozoéw naturalnych stanowi alternaty-
we dla nawozow syntetycznych oraz wptywa pozytywnie na $rodowisko
i organizmy zywe. Przewiduje si¢, ze stosowanie preparatow wyprodu-
kowanych na bazie materii organicznej zmniejszy W znacznym stopniu
wykorzystywanie niebezpiecznych dla srodowiska i zdrowia ludzi pesty-
cydow i nawozow sztucznych?. Jedng z tego typu alternatyw sg preparaty

Dr hab. Zdzistawa ROMANOWSKA-DUDA,
prof. nadzw. UL, w roku 1980 ukonczyla stu-
dia na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £6dzkiego. Jest profesorem nadzwy-
czajnym Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu todzkiego. Specjalnos¢ — fizjologia
roslin, ekotoksykologia, kultury in vitro, mikroalgi,
bioindykacja.
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nowej generacji bazujace na nietoksycznych gatunkach Cyanobacteria.
Ich wykorzystanie w przysztociowym rolnictwie ekologicznym jest
wysoce perspektywiczne?. W chemicznym ujeciu Cyanobacteria sa
bogatym zrédlem wielu makro- i mikroelementow, hormondw, witamin
1 metabolitow wtornych warunkujacych wzrost roslin. Ponadto maja one
zdolno$¢ asymilacji azotu atmosferycznego, co stanowi dodatkowe zrodto
tego pierwiastka. Organizmy te wystepuja powszechnie, a ich hodowla jest
ekonomiczna i prosta po opanowaniu odpowiednich technik, co przema-
wia na korzy$¢ w ich wykorzystaniu w rolnictwie®. Duze nadzieje wiaze
si¢ rowniez ze stosowaniem biostymulatorow, ktore dodatnio wptywaja na
wzrost roélin i czgsto zwigkszaja ich odpornos¢ na niekorzystny wptyw
niesprzyjajacych warunkow srodowiskowych.

Celem doswiadczen bylo zbadanie wptywu dolistnej aplikacji
(oprysk) mieszaniny wyselekcjonowanych gatunkéw Cyanobacteria
oraz biostymulatorow wzrostu Asahi SL i Biojodis na aktywnos¢ fizjo-
logiczna i rozwdj ro$lin §lazowca pensylwanskiego w niekorzystnych
warunkach temperatury i wilgotnosci gleby oraz wykazanie przydatno-
$ci stosowania wymienionych stymulatoréw w uprawie tego gatunku
w warunkach zmieniajacego si¢ klimatu.

Cze$¢ doswiadczalna
Surowce

Wyselekcjonowane partie roslin $lazowca pensylwanskiego (Sida
hermaphrodita L. Rusby), wieloletniej rosliny polikarpicznej o corocz-
nie zamierajacych pedach, rekomendowanej do uprawy w Polsce
na cele energetyczne, traktowano co trzy tygodnie, w postaci 1-, 2-,
3- 1 4-krotnej aplikacji dolistnej, trzema gatunkami nietoksycznych
Cyanobacteria oraz biostymulatorami Asahi SL i Biojodis.

Pochodzace z kolekcji KEiRR UL monokultury Cyanobacteria:
Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105
i Anabaena variabilis, wyhodowano na pozywce ATCC Medium 616
w 27°C, przy o$wietleniu lampami Farel (18 W). Przed aplikacja do roslin
monokultury te sonifikowano za pomoca ultradzwickowego homogeni-
zatora (Omni-Ruptor 4000, Omni International) przez 15 min z zastoso-
waniem glowicy tytanowej z czestotliwoscig ultradzwickow 20 kHz, przy
amplitudzie 80% oraz impulsach trwajacych 0,7 s w odstgpach co 0,3 s.

Plynny preparat organiczny Biojodis (Jodavita, Jeznach Sp. J.)
wyprodukowany byt na bazie ekstraktu biohumusu, ulepszonego
biologicznie aktywnym jodem i mikroorganizmami glebowymi. Jod
wystepowal w postaci jonéw 10> i I (rys. 1) i miatl silne wiasci-
wosci stymulujace wzrost bakterii glebowych, odpowiedzialnych za
kompleksy organiczno-mineralne. Preparat Biojodis zawierat 5-8%

i H+

H# .1+

A I

Fig. 1. Specific behaviour of jodine in the Biojodis formulation; A — conventio-
nal chemical bond, B — chemical bond in Biojodis formulation

Rys. 1. Jod w preparacie Biojodis; A - klasyczne wigzanie chemiczne,
B - wigzanie chemiczne w preparacie Biojodis

Prof. dr hab. Mieczystaw GRZESIK w roku 1971
ukonczyt studia na Wydziale Ogrodniczym Szkoty
Giownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
Jest profesorem zwyczajnym w Instytucie
Ogrodnictwa w Skierniewicach. Specjalnos¢
— fizjologia, produkcja i uszlachetnianie nasion
oraz roslin uprawianych w systemach konwen-
cjonalnych, integrowanych i ekologicznych.

substancji organicznych, 107-10' CFU/g mikroorganizméw glebo-
wych, 0,15-0,7% makro- i mikroelementow, w tym jod oraz humus
rozpuszczalny w wodzie (pH 7,1-7,8).

Asahi SL (Arysta LifeScience) wyprodukowany byl na bazie trzech
substancji aktywnych z grupy nitrofenoli, naturalnie wystgpujacych
w roslinach: o-nitrofenolanu sodu (ONP) (0,2%), p-nitrofenolanu sodu
(PNP) (0,3%), 5-nitrogwajakolanu sodu (5NG) (0,1%) (rys. 2).

orto-nitrofenolan sodu para-nitrofenolan sodu 5-nitrogwajakolan sodu
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Fig. 2. Chemical formulas of main active substances of Asahi SL biostimulator

Rys. 2. Wzory chemiczne gtéwnych substancji aktywnych biostymula-
tora Asahi SL

Metodyka badan

Badania przeprowadzono na $lazowcu pensylwanskim, uprawianym
z nasion, w 3-litrowych pojemnikach wypetionych substratem (mieszanina
torfu sfagnowego i piasku kwarcowego w stosunku objetosciowym 1:1),
w szklarni lub pokojach klimatyzowanych z 16-godzinnym oswietleniem
dobowym $wiatlem sodowym o ggsto$ci strumienia fotonéw $wiatla fotosyn-
tetycznie czynnego 100 pmol/(m?*'s), emitowanym przez lampy SON-T Agro
400. Rosliny uprawiano w szeroko zréoznicowanych warunkach temperatury
1 wilgotnosci gleby, okreslonych w tabelach 112 jako warianty doswiadczen.

Poszczegolne partie tak uprawianych roslin podczas sezonu wegetacyj-
nego podlewano, opryskiwano lub jednoczes$nie podlewano i opryskiwano
1-4-krotnie, w odstepach trzytygodniowych, stosujac (i) monokultury
Cyanobacteria (Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR 0105
1 Anabaena variabilis) osobno lub w mieszaninie, (if) Biojodis w stgzeniu:
1,2 1 3%, lub (iif) Asahi SL w stezeniu 0,1, 0,2, 0,4 1 0,8%.

Efektywnos¢ aplikacji testowanych preparatow oceniano na bazie
pomiardow biometrycznych i aktywnosci fizjologicznej $lazowca pen-
sylwanskiego. Co 4 tygodnie okreslano wysoko$¢ i zdrowotnos¢ roslin,
indeks zawarto$ci chlorofilu (a+b) aparatem Minolta SPAD-502 (Konica
Minolta)* ¥, a w potowie i na koniec okresu wegetacyjnego oznaczono
parametry wymiany gazowej: fotosynteze netto, transpiracje, przewodnos¢
szparkowg i st¢zenie migdzykomérkowe CO, za pomocg analizatora
wymiany gazowej TPS-2, PP Systems (USA)®, a takze aktywno$¢ enzy-
matyczng fosfatazy kwasnej (pH 6,0) i alkalicznej (pH 7,5) oraz RNazy
za pomocg spektrofotometru UVmini-1240 Shimadzu”, a takze prze-
puszczalno$¢ membran cytoplazmatycznych za pomoca konduktometru
CC-551 Elmetron”. Testy te sag powszechnie uznane za uzyteczne markery
aktywnoS$ci metabolicznej oraz reakcji roslin na bodzce zewngtrzne, co
stwierdzono w poprzednich badaniach i w literaturze $wiatowe;®.

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w 3 seriach i w 3 pow-
torzeniach dla kazdego traktowania. Kazde powtdrzenie zawieralo
30 ro$lin rozmieszczonych metoda losowanych blokow. Uzyskane
Srednie z serii i powtdrzen opracowano statystycznie, stosujac anali-
ze wariancji. Srednie wybranych parametréw zostaly pogrupowane
za pomoca testu Duncana na poziomie istotnosci o = 0,05.

Wyniki badan

Uzyskane wyniki wykazaly przydatno$¢ stosowania monokultur
Cyanobacteria oraz biopreparatow Asahi SL i Biojodis do stymulacji
wzrostu roslin $lazowca pensylwanskiego w optymalnych warunkach
srodowiskowych i lagodzenia niekorzystnego wptywu ekstremalnych
temperatur oraz wilgotnosci gleby, ktore zgodnie z przewidywania-
mi mogg wystapi¢ w warunkach zmieniajgcego si¢ klimatu. Badania
wykazaly, ze kilkakrotne (co 3 tygodnie) aplikowanie Cyanobacteria,
Asahi SL i Biojodis do roslin, uprawianych w warunkach korzystnych
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Table 1. Physiological activity in the leaves of Sida (Sida hermaphrodita L. Rusby) grown under conditions of changing
temperature and soil moisture and sprayed three times every three weeks with a mixture of three species of Cyanobacte-
ria and preparations Asahi SL (0.4%) and Biojodis (3%)

Tabela 1. Aktywnosé¢ fizjologiczna w lisciach $lazowca pensylwanskiego (Sida hermaphrodita L. Rusby) uprawianego
w warunkach zmieniajgcej sie temperatury i wilgotnosci gleby i opryskiwanych trzykrotnie, co trzy tygodnie mieszaning
trzech gatunkéw Cyanobacteria oraz preparatami Asahi SL (0,4%) i Biojodis (3%)

Parametry aktywnosci fizjologicznej
Wariant doswiadczenia Wymﬁl; /zlgffl:;rLo)htéw’ Fosfataza kwasna | Fosfataza zasadowa RNaza,
(pH 6), (pH 7.5),
po2h po4h mU/g §.m. mU/g §.m. mU/g §.m.
Zmienna temperatura, stata wilgotno$¢ gleby 30%
Kontrola 20,0 be? 248 b 0,6 cd 0,2b 3,0c
20/0/20°C 20,1 be 2490 0,5 be 0,2b 2,1b
20/40/20°C 16,0 a 21,7 ab 1,4h 0,5e 50e
20/0/40/20°C 22,4 cd 252 b 0,7 de 0,2b 30c
10/-5/20/40/20°C 25,1 de 29,3 cd 0,1a 0,05a 0,5a
Temp. 20°C, zmienna wilgotnos¢ gleby 20-60% co 3 tygodnie
Kontrola 20,0 be 24,8 b 0,6 cd 0,2b 3,0c
20-60% 26,3 ef 289 ¢ 0,4b 0,1a 1,9b
é(;flg;f’a;ggsza“‘“a 17,7ab | 233b 0,8 ef 03¢ 3,7¢cd
20-60% + Asahi SL 20,0 be 23,1b 09f 03¢ 3,8 cd
20-60% + Biojodis 15,8 a 21,2 a Llg 03¢ 4,0d
Temp. 10™ lub 40°C*, stata wilgotno$¢ gleby 30%

Kontrola **354¢ | **41,6 *0,5 be *0,2b *3,0c
Mieszanina Cyanobacteria| *26,3 ef | 32,1 de 0,8 ef 0,3 ¢ "3,9d
Asahi SL 298 f | "35,7¢ "0,8 ef 03¢ 39d
Biojodis 26,5 ef | 32,6 de "0,8 ef "0,4d *4,0d
NIR, . 3,5 3,5 0,15 0,09 0,8

aSrednie oznaczone tymi samymi literami, w ramach poszczegélnych kolumn, nie réznig sie istotnie wg testu Duncana przy poziomie
istotnosci p = 0,05

Table 2. Gas exchange in the leaves of Sida (Sida hermaphrodita L. Rusby) grown under conditions of changing tempe-
rature and soil moisture and sprayed three times every three weeks or a mixture of Cyanobacteria preparations Asahi SL
(0.4%) and Biojodia (3%)

Tabela 2. Wymiana gazowa w lisciach slazowca pensylwanskiego (Sida hermaphrodita L. Rusby) uprawianego
w warunkach zmieniajgcej sie temperatury i w glebie o zmiennej wilgotnosci oraz opryskiwanych trzykrotnie, co
trzy tygodnie mieszaning Cyanobacteria lub preparatami Asahi SL (0,4%) i Biojodis (3%)

Parametry wymiany gazowej
’W.ariant ' Zuzycie netto H,O Temsstesh Przewodnos$¢ ' Zawarto$¢
do$wiadczenia do fotosyntezy, 0| szparkowa H,0, | migdzykomérkowego CO,,
mmol/(m?-s) pels) mmol/(m?-s) umol/mol powietrza

Zmienna temperatura, stata wilgotnos¢ gleby 30%
Kontrola 45 cd® 1,28 ¢ 453 ¢ 298 d
20/0/20°C 41b 0,98 b 380 b 320¢
20/40/20°C 55¢g 149 ¢ 538 ¢ 270 be
20/0/40/20°C 4,1 bc 1,27 ¢ 480 cd 316 de
10/-5/20/40/20°C 38a 021 a 53a 52a

Temp. 20°C, wilgotnos¢ gleby zmienna co 3 tyg. 20-60%

Kontrola 4,5 cd 1,28 ¢ 453 ¢ 298 d
20-60% 38a 1,03b 375b 330 ¢
g;f%‘;;;nrgsz 48e 135d 495d 270 be
20-60% + Asahi SL 4,7 de 1,36d 503 d 275¢
20-60% + Biojodis 52f 145¢ 545 ¢ 250b
NIR . 0,2 0,05 31 20

aSrednie oznaczone tymi samymi literami, w ramach poszczegdlnych kolumn, nie réznig sie istotnie wg testu Duncana przy poziomie
istotnosci p = 0,05

1 niekorzystnych dla ich wzro-
stu, pozytywnie wplywalo na
dynamike rozwoju roslin (rys.
3-7). Zastosowane monokultury
Cyanobacteria wptynely korzyst-
nie na wzrost roslin w podobnym
stopniu niezaleznie od metody
aplikacji, a najbardziej efektywna
byla mieszanina tych szczepow
(rys. 4). Pozytywny wplyw na
wzrost roslin wykazaty réwniez
preparaty Asahi SL i Biojodis,
stosowane we wszystkich testo-
wanych stezeniach, niezaleznie
od sposobu aplikacji (rys. 51 6).
Dolistna aplikacja testowanej
mieszaniny Cyanobacteria oraz
preparatow Asahi SL i Biojodis
stymulowala wzrost ro$lin upra-
wianych w korzystnej i nieko-
1zystnej temperaturze, przy czym
w temp. 10°C, w ktorej wzrost
ro§lin byl niemal zahamowany,
ten pozytywny wplyw byl zni-
komy. Stwierdzono réwniez
korzystniejszy wplyw preparatu
Biojodis na ro$liny uprawiane
w ekstremalnych warunkach
w poréwnaniu z pozostatymi
traktowaniami (rys. 7). Korzystny
wplyw  Cyanobacteria  oraz
Asahi SL i Biojodis na wzrost
Slazowca pensylwanskiego byt
nastepstwem ich pozytywnego
oddzialywania na zwigkszenie
integralno$ci membran cytopla-
zmatycznych, co wykazano na
podstawie wyplywu mniejszej
ilosci elektrolitow z tkanek, jak
rowniez zwigkszenia zawarto$ci
chlorofilu w lisciach ro$lin, ktore-
go miernikiem byt indeks zawar-
tosci chlorofilu (tabela 1).
Przyspieszony wzrost i roz-
woj oraz zwigkszony plon bio-
masy $lazowca pensylwanskie-
go byt rowniez konsekwencja
zintensyfikowania aktywnosci
enzymatycznej fosfatazy kwa-
$nej i zasadowej (odpowiedzial-
nej za gospodarke fosforem
w roslinie) oraz RNazy (regulu-
jacej specyficzne roztozenie wia-
zan fosfodiestrowych w kwasach
rybonukleinowych, w wyniku
czego powstaja mono- oraz oli-
gonukleotydy (tabela 1).
Stosowana mieszanina mono-
kultur Cyanobacteria oraz biosty-
mulatory spowodowaly roéwniez
zwickszenie wymiany gazowej
w tkankach roslinnych, co wyka-
zano na podstawie pomiaréw pod-
wyzszonej wartosci fotosyntezy
netto, transpiracji, przewodnosci
szparkowej inizszejzawartoscimig-
dzykomoérkowego CO, (tabela 2).
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ng zdolno$¢ do tworzenia symbiotycznych zwiazkow
z ro$linami eukariotycznymi begdacymi gospodarzami,
nalezacymi do réznych grup® '?. Pozytywny wplyw
preparatu Biojodis na wzrost i metabolizm roslin
jest konsekwencja oddziatywania zawartych w nim
ekstraktow biohumusu oraz aktywnego jodu i mikro-
organizmow glebowych. Pozytywny wplyw tego pre-
paratu zwigzany jest przede wszystkim z jonami jodu,
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Fig. 3. Height of the Sida hermaphrodita L. Rusby plant grown: | — in the soil with moisture con-
tent of 30% and at various successive temperatures; Il at 20°C, variable soil moisture (20-60%)
and treated with a mixture of monocultures Cyanobacteria (C) or Asahi SL formulations of 0.2%

(A) and Biojodis 3% (B)

Rys. 3. Wysokosé¢ roslin slazowca pensylwanskiego (Sida hermaphrodita L. Rusby) upra-
wianych: | — w glebie o wilgotnosci 30% oraz w réznych kolejno nastepujacych po sobie
temperaturach; Il - w 20°C i w zmiennej wilgotnosci gleby (20-60%) oraz traktowanych mie-
szaning monokultur Cyanobacteria (C) lub preparatami Asahi SL 0,2% (A) i Biojodis 3% (B)
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Fig. 4. Hight of the Sida hermaphrodita L. Rusby plant grown at 20°C and in the soil with moisture content of
30%: | - treated with monocultures Cyanobacteria: Anabaena sp. Trebon (AT), Microcystis aeruginosa MKR
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ktore w nim wystepuja> '¥. Dotychczasowe badania
wskazujg na bardzo istotny wplyw tego pierwiastka
w regulacji rozwoju ro$lin. Jony jodu biostymuluja
procesy metaboliczne (sktadnik enzymoéw, koenzymow,
katalizatorow, pobudzaja syntez¢ bialek), przyczynia-
ja si¢ do wzrostu odpornosci na choroby grzybowe
(rozpad fenyloalaniny), aktywuja reakcje fosforylacji,
ktére normalizuja reakcje obronne przed stresami,
ograniczaja dyfuzje¢ substancji odzywczych od roslin
do pasozyta i odwrotnie, stymuluja procesy regeneracji
uszkodzen roslin przez zwigkszenie form anionowych
peroksydaz wywotujacych synteze lignin
i polisacharydow. Jod zwigksza wytrzy-
mato$¢ bton komoérkowych na przenikanie
strzepkdéw zarodnika grzybow.

Z kolei stymulujacy wptyw Asahi SL na
wzrost 1 aktywno$¢ fizjologiczna ro$lin wynika
z oddziatywania zawartych w nim trzech sub-
stancji aktywnych z grupy nitrofenoli, ktore
naturalnie wystepujg w roslinach. Traktowane
preparatem Asahi SL rosliny warzywne cha-
rakteryzuja si¢ intensywniejszym wzrostem
i rozwojem oraz wyzsza produkcja biomasy.
Asahi SL jest tez uznanym biostymulatorem,
ktory zwieksza odpornosé roslin ogrodniczych
na stres $rodowiskowy'¥. Wysokie parame-
try plonotworcze sa wynikiem zwigkszonej
efektywno$ci wymiany gazowej, korzystnej
gospodarki wodnej w roslinie oraz wzrostu
zawartosci sktadnikow organicznych.
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0105 (MT) and Anabaena variabilis (AV) and a mixture (MIX); Il - sprayed (Mixco) and watered (MIXCp) with

mixture of three monocultures Cyanobacteria; Ill — sprayed and watered once (MIXCop1) or four times every

3 weeks (MIXCop4) with a mixture of three Cyanobacteria monocultures

Rys. 4. Wysokos$¢ roslin slazowca pensylwanskiego (Sida hermaphrodita L. Rusby) uprawianych
w 20°C oraz w glebie o wilgotnosci 30%: | — traktowanych monokulturami Cyanobacteria: Anabaena
sp. Trebon (AT), Microcystis aeruginosa MKR 0105 (MT) i Anabaena variabilis (AV) oraz ich mieszani-
na (MIX); Il - opryskiwanych (MIXCo) i podlewanych (MIXCp) mieszaning trzech monokultur Cyano-
bacteria; Il - opryskiwanych i podlewanych jednokrotnie (MIXCop1) lub czterokrotnie co 3 tygodnie

(MIXCop4) mieszaning trzech monokultur Cyanobacteria

Stosowane metody oceny aktywnos$ci fizjologicznej roslin sa
powszechnie uznane jako uzyteczne markery procesow metabolicz-
nych, ktére w istotnym stopniu decyduja o rozwoju ro$lin. Sag tez
rekomendowanymi wskaznikami reakcji organizméw roslinnych na
bodzce zewnetrzne® &9,

Podsumowanie

Korzystny wptyw Cyanobacteria na wzrost i aktywno$¢ fizjolo-
giczng roslin jest wynikiem oddzialywania wielu syntetyzowanych
przez te organizmy zwiazkow: aminokwasow, weglowodandw, mikro-
i makroelementow, auksyn (IAA), giberelin (GA), cytokinin, witamin
i wielu innych wtornych metabolitow?. Dotychczasowe badania wska-
zaly, ze skuteczno$¢ fitohormonoéw pochodzenia mikrobiologicznego
jest porownywalna ze skuteczno$cig standardowych cytokinin i ITAA'?.
Dodatkowg zaleta wymienionych organizmoéw jest zdolno§¢é wigzania
przez nie azotu atmosferycznego, co jest wykorzystywane od wielu
lat w rolnictwie oraz w przemysle'V. Ponadto Cyanobacteria stanowia
wazny sktadnik réznorodnych ekosystemow, ktore odgrywaja znaczaca
role w obiegu wegla i azotu. Wiele ich szczepdéw wykazuje znacz-

Whioski

Wyniki badan wskazaly na r6zng wraz-
liwos¢ roslin §lazowca pensylwanskiego
na zastosowane ekstremalne warunki tem-
peratury i wilgotnosci gleby, a takze na
trzykrotng aplikacj¢ dolistng mieszaniny
ekstraktow wodnych trzech szczepow
Cyanobacteria (Anabaena sp. Trebon, Microcystis aeruginosa MKR
0105 i Anabaena variabilis) oraz biopreparatow Asahi SL i Biojodis.

Wahajace si¢ w szerokim zakresie temperatury (od —5 do +40°C)
oraz stosowana co 3 tygodnie na przemian susza glebowa (wilgotnos¢
gleby 20%) i nadmierne uwodnienie (60%), niekorzystnie wptywaty
na dynamike wzrostu ro§lin. Stosowana mieszanina Cyanobacteria
i biopreparaty w znacznym stopniu zmniejszyly negatywne skutki
wplywu stresu hydrotermicznego i pozytywnie wplywaty na dynamike
wzrostu oraz aktywno$¢ fizjologiczna roslin. Szczegolnie pozytywny
skutek zaobserwowano w przypadku aplikacji dolistnej i doglebowej
preparatu Biojodis o stgzeniu 1-3% 1 w nieco mniejszym stopniu
Asahi SL. Wykorzystanie ekologicznych stymulatorow (mieszaniny
monokultur Cyanobacteria oraz Asahi SL i Biojodis) jest ekonomicz-
ne i przyjazne dla srodowiska, zwigksza produktywnos¢ slazowca
pensylwanskiego i moze sprzyja¢ ograniczeniu stosowania nawozow
chemicznych i pestycydow, ktore niekorzystnie wptywaja na srodo-
wisko. Zastosowanie tych $rodkow jako stymulatorow wzrostu roslin,
zwickszajacych czgsto ich naturalng odpornos¢ na patogeny i stres jest
uwazane za jedna z najbardziej obiecujacych strategii w ekologicznej
i integrowanej uprawie roslin'.
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Fig. 5. Height of the Sida hermaphrodita Rus-
by L. plant grown at 20°C and in the soil with
a moisture content of 30% and treated with
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Rys. 5. Wysokosé¢ roslin slazowca pensyl-
wanskiego (Sida hermaphrodita L. Rus-
by) uprawianych w 20°C oraz w glebie
o wilgotnosci 30% i traktowanych prepa-
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Abstract. The aim of this research was to evaluate the physio-
logical activity and growth of willow (Salix viminalis L.) plants
cultivated under the conditions of adverse temperature and soil
moisture content, and to assess the effect of the foliar applica-
tion of Biojodis (1.0%) and Asahi SL (0.03%) bio-stimulators, or
a mixture of Microcistis aeruginosa MKR 0105 and Anabaena
PCC 7120 cyanobacteria under such changing growth conditions.
The obtained results showed different reactions to the applied
constant or periodically changed temperature and soil moisture
content. The plants which grew at periodically changed adverse
temperature (from -5 to 40°C) or in scantily (20% m.c.) or exces-
sively (60% m.c.) watered soils, grew slowly, in comparison with
those growing at 20°C and in optimally moistened soil (30%
m.c.). Foliar application of Biojodis and Asahi SL cyanobacteria
increased the growth of willow at optimal and adverse tempera-
ture or in scantily and excessively moistened soil. The changes
in plant growth were associated with the changes in electrolyte
leakage, activity of acid or alkaline phosphatases, RNase, index of
chlorophyll content in leaves and gas exchange. The above indi-
cates that the foliar application of the studied cyanobacteria and
bio-stimulators partly alleviates the harmful impact of adverse
temperature and water stress on growth and physiological activity
of willow plants.

Keywords: willow, bio-stimulators, growth, physiological
activity

INTRODUCTION

Willow (Salix viminalis L.) is one of the more impor-
tant crops cultivated for energy purposes in central and
northern Europe. There are concerns that with the progres-
sive climate changes increasing deficit of water in soil and
resulting in inadequate rainfalls, the area favourable for the
cultivation of this species will decrease. In addition, the

*Corresponding author e-mail: romano@biol.uni.lodz.pl

use of large quantities of chemical fertilizers, to achieve
high yields of willow biomass, creates a risk of their run-off
into water reservoirs, causing pollution of soil and water.
Therefore, various methods of treatment and substances that
do not contaminate the environment while simultaneously
having a beneficial effect on growth of plants and increas-
ing their resistance to adverse temperature and soil aridity
have become the focus of interest (Wu et al., 2017). The ap-
plication of bio-stimulators and natural fertilizers in energy
crops are alternatives to synthetic fertilizers, and these
have a positive impact on the environment (Ananieva et
al., 2004; Grzesik et al., 2015; Piotrowski et al., 2016a, b).

Non-toxic cyanobacteria are an alternative to synthe-
tic substances. Their use in the future-oriented ecological
agriculture is highly promising (Grzesik and Romanowska-
Duda, 2014). Cyanobacteria are able to synthesize many
compounds, i.a. amino acids, carbohydrates, micro and
macroelements, auxin (IAA), gibberellins (GA), cyto-
kinin, vitamins and several other secondary metabolites,
which, when absorbed by plants, regulate their growth.
Moreover, they have the ability to assimilate atmospheric
nitrogen while having important impact on plant develop-
ment. Previous studies have shown that the effectiveness
of plant hormones of microbial origin was comparable to
that of standard cytokinins and IAA. Cyanobacteria are
commonly found in the natural environment and can be
cultured on a large production scale with the use of appro-
priate technology (Hussain and Hasnain, 2012). Selected
species of cyanobacteria have been observed to have bene-
ficial effect on the growth of some energy crops cultivated
under favourable environmental conditions (Grzesik et al.,
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2015; Piotrowski et al., 2016a, b). However, information
about the impact of a mixture of cyanobacteria species on
the energy crop growth under adverse temperature and soil
moisture conditions is very limited.

The research performed on vegetables (Virginia mallow
and corn) has revealed the beneficial impact of the Biojodis
and Asahi SL bio-stimulators on the growth of these plants
under different environmental conditions. Such bio-stimu-
lators have also been noted to enhance the plants’ ability to
increase resistance to adverse temperatures and soil water
shortage (Anyszka et al., 2008; Gawronska et al., 2008;
Jeznach, 2011; Piotrowski et al., 20164, b). Biojodis is a li-
quid extract that is manufactured on the basis of biohu-
mus. It contains active iodine present in the form of ions
(JO; and J) which have a strong stimulating impact on the
growth of the soil bacteria responsible for the organic-min-
eral complex (Babik, 2006; Grzesik et al., 2011; Grzesik
and Romanowska-Duda, 2009). Asahi SL is another bio-
stimulant recommended in vegetable plant production. It
is a compound based on three active substances from the
nitrophenol group that naturally occur in plants (sodium
ortho-nitrophenolan ONP (0.2%), sodium para-nitrophe-
nolan PNP (0.3%) and sodium 5-nitroguajakolan 5NG
(0.1%) (Grzesik et al., 2009). According to the literature
data, horticultural plants sprayed with Asahi SL exhibit
improved growth and higher yield. The latter is the result
of higher efficiency of gas exchange, as well as increased
water and organic compound content (Anyszka et al., 2008;
Gawronska et al., 2008). It should be noted that tuber con-
tent of polyphenols is affected by cultivars, herbicides and
bio-stimulants as well as weather conditions during the
growing season. Indeed, herbicides and bio-stimulants
increase the concentration of polyphenol compounds com-
pared with control tubers (Zarzecka et al., 2017).

Still, while some knowledge of the effect of cyaobac-
teria and the aforementioned bio-stimulators is known in
horticultural crops, information concerning the effect of
cyanobacteria, as well as Biojodis and Asahi SL bio-stimu-
lators on energy willow growth under adverse temperature
and soil moisture conditions is hard to find in literature.

The aim of this research was to investigate the effect of
a mixture of cyanobacteria monocultures (Microcistis aeru-
ginosa MKR 0105 and Anabaena PCC 7120) or Asahi SL
and Biojodis bio-stimulators on the growth and physiologi-
cal activity of willow (Salix viminalis L.) cultivated under
the adverse temperature and soil moisture conditions which
seem likely to appear in Europe in the near future.

MATERIAL AND METHODS

The cuttings were rooted and the obtained plants were
grown in 3 1 pots filled with a mixture of sand and peat
(1:1=v:v). The pots were kept in growth chambers under
constant or periodically changed temperature and soil
moisture content (m.c.) conditions. These were as follows:

K. PIOTROWSKI and Z. ROMANOWSKA-DUDA

Soil m.c. 30%

)
lHl

‘ 10°C

constant soil m.c. of 30% and temperatures of 10, 20 and
40°C;

Soil m.c. 30%

J

20/0/20°C 20/40/20°C 20/0/40/20°C

10/-5/20/40/20°C ‘

constant soil m.c. of 30% and changing temperature, dur-
ing the first month after rooting of the cuttings, in 1-week
intervals: 20/0/20, 20/40/20, 20/0/40/20, 10/-5/20/40/20°C,
so as to simulate the temperature changes during spring and
the vegetation season. The temperatures of 0 and -5°C were
used for 8 h only to simulate the night light frost in spring;

Sall m.c. 20 - 60%

v

0mc

constant temperature of 20°C and soil m.c. changed periodi-
cally from 20 to 60% m.c., in 3-week intervals, to simulate
aridity and excessive soil moistening during plant growth.

Next the plants were kept at 20°C and 30% soil m.c. up
to the end of the vegetation season. The cuttings and plants
were kept under an 8 h dark 16 h' light cycle — SON-T
AGRO 400 W, 100 pmolm™s™". The moisture content of
the soil was evaluated twice a day using a Moisture Meter
(Delta-T Devices Ltd) equipped with WET sensors. The
media moisture content was expressed as a percentage of
volumetric water content (% vol.) (Gornik and Grzesik,
2002). When needed, the soil was additionally watered to
obtain the desired m.c.

During the vegetation season, the selected batches of
willow plants grown under the above mentioned conditions
were triple-sprayed, in three week intervals, with non-toxic
cyanobacteria (a mixture of monocultures of Microcystis
aeruginosa MKR 0105 and Anabaena sp. PCC 7120) or
Biojodis bio-stimulator (1%; Jodavita, Lithuania) or Asahi
SL bio-stimulator (0.03%; Asahi Chemical Co Ltd, Japan).

The studied cyanobacteria monocultures were cultivat-
ed on BG11 medium (ATCC Medium 616) at 27°C under
FAREL lamp 18 W, according to the procedure elaborated
by Romanowska-Duda (Romanowska-Duda et al., 2010).
Prior to application, each monoculture was centrifuged
for 2 min (4000 r.p.m.) and suspended in water. Then,
the number of cells was counted using a Fuchs-Rosenthal
hemocytometer. The cell density used in the experiments
was estimated to be 2.5 x105 cells ml™ water.
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For each plant treatment, three replicates in three series
were prepared and every replicate contained 30 plants
grown in 30 separate containers.

The impact of the used cyanobacteria and biostimula-
tors on plant development under adverse temperature and
soil moisture content conditions was evaluated on the basis
of plant height, electrolyte leakage from leaves, activi-
ties of acid and alkaline phosphatases and RNase, index
of chlorophyll content and gas exchange in leaves (net
photosynthesis, transpiration, stomatal conductance and
concentration of intercellular CO,). The selected measure-
ments were performed several times during the vegetation
season, depending on the intensity of plant growth.

Plant height was measured with a ruler from the soil
level to the upper part of a shoot (Gornik and Grzesik,
2002). Electrolyte leakage was assessed at 20°C, with
I-gram leaf segments placed in test-tubes and 3 ml of dis-
tilled water added. The electrolyte leakage was measured
after 2 and 4 h, using microcomputer conductivity meter
CC-551 Elmetron (Gornik and Grzesik, 2002; Szwonek,
2009). The activities of acid and alkaline phosphatases and
RNase in the leaves were examined according to the meth-
ods described by Knypl and Kabzinska (1977) (Smolen,
2009). The index of chlorophyll content in the leaves
was evaluated using Minolta SPAD-502, Japan. The gas
exchange was measured using the gas analyser apparatus
TPS-2 (PP Systems, USA) (Kalaji et al., 2012).

The obtained results were analysed using the analysis
of variance. The means were separated using Tukey’s low-
est significant difference (LSD) at an alpha level of 0.05.
The data presented in the graphs were expressed also as the
average + the standard deviation (SD).
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RESULTS AND DISCUSSION

The tests used to assess plant physiological activity
are commonly recognized as useful markers of metabolic
activity and plant responses to external stimuli (Badek ez
al.,2014).

The obtained results revealed the legitimacy of the use
of cyanobacteria monocultures and Asahi SL and Biojodis
in the cultivation of willow plants (Salix viminalis L.), both
under optimal and adverse environmental conditions (the
latter characterized by extreme temperatures and soil mois-
ture). The studied preparations applied in different forms to
plants during the growing season significantly relieved the
symptoms of environmental stress, increased plant resis-
tance to diseases and enhanced their metabolic activity. The
most promising results were obtained after triple applica-
tion of Biojodis at the concentration of 1% to soil or leaves.
In the variant with variable temperatures and soil mois-
ture content of 30%, the highest increase in plant growth
was observed after application of Biojodis (1%). A similar
effect was obtained using Asahi SL or a mixture of the two
cyanobacteria monocultures, as compared with a control
series (Figs 1, 2). The beneficial effect of the Asahi SL and
Biojodis cyanobacteria monocultures markedly improved
the growth and physiological functions of the test plants,
both under variable temperatures ( -5 to + 40 °C) and at
a constant temperature of 20°C, while under variable soil
moisture (20-60%) conditions.

The positive impact was also reflected by the increased
integrity of the cytoplasmic membranes. Electrolyte
leakage from the leaves was lowest after application of
Biojodis. After application with Asahi SL or cyanobac-
teria monocultures, it was still lower than in the control.
This indicated lower permeability of cytomembranes in
I

20°C, variable soil m.c.
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Fig. 1. Height of willow (Salix viminalis L.) plants grown under: I - constant soil moisture content (m.c.) of 30% and changing tempera-
tures during the first month of growth; IT — constant temperature, 20°C and periodically changed soil m.c. from 20 to 60%. Additionally,
the plants were sprayed three times with cyanobacteria (C), Asahi SL (0.3%) (A) or Biojodis (1%) (B). Vertical bars denote + SE. LSD

at alpha level of 0.05.
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Fig. 2. Height of willow (Salix viminalis L.) plants grown under: I — constant temperature, 10°C and soil moisture content (m.c.) of
30%; II — constant temperature, 40°C and soil m.c. of 30%. Explanations as in Fig. 1.
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Fig. 3. Electrolyte leakage (after placement in water for 2 and 4 h) from willow (Salix viminalis L.) plants grown under: [ — temperature
of 20°C and in periodically changed soil moisture content from 20 to 60% m.c. during plant growth — additionally, the plants were
sprayed with cyanobacteria (C), Asahi SL (A) or Biojodis (B); II — temperature of 40°C and 30% soil m.c. — the plants were sprayed
with Biojodis (1%), once (1%/1) and three times (1%/3); III — temperatures changing during the first month and 30% soil moisture

content. Vertical bars denote + SE. LSD at alpha level of 0.05.

the treated variants (Fig. 3). It is important to note that
variable temperature (-5 to + 40°C) and changing soil
moisture content conditions gave rise to weaker plant
growth and, in some cases, to complete inhibition of plant
development.

The increased activity of enzymes, acid and alkaline
phosphatases and RNase confirmed the effectiveness of
the used preparations, thus justifying their application in
order to increase the resistance of plants to unfavourable
conditions resulting from the changing climate. Foliar
and soil application of Biojodis (1%) mostly intensified
the enzymatic activity of phosphatases responsible for the
management of phosphorus and RNase in plants, the main
function of which is the unfolding of phosphodiester bonds

in ribonucleic acids (RNA) (Figs 4 and 5). A similar effect
was caused by both Asahi SL and a monoculture mixture of
cyanobacteria, as compared with the control series.
Variable thermal and moisture conditions adversely
affecting willow plant growth, significantly limited its
physiological activity. This effect was reflected also by
the index of chlorophyll content in the leaves (Fig. 6). The
use of the mixture of two cyanobacteria monocultures, as
well as the bio-stimulators also resulted in an increase in
gas exchange in plant tissues which was expressed by the
increased value of net photosynthesis, stomatal conduct-
ance, transcription and lower levels of intercellular CO,
(Figs 7 and 8). Biojodis, applied to leaves and soil at the
concentration of 1%, was revealed to be the most benefi-
cial with regarded to the growth and physiological activity
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Fig. 8. Net photosynthesis (I), stomatal conductance (II), transpiration (III) and concentration of intercellular CO, (IV) in willow (Salix
viminalis L.) plants grown at a temperature of 20°C and in periodically changed soil m.c. from 20 to 60% m.c. The plants were sprayed
with cyanobacteria (C), Asahi SL (0.03%) (A) or Biojodis (1%) (B). Vertical bars denote + SE. LSD at alpha level of 0.05.

of plants in all experimental variants. The influence of
Asahi SL or a mixture of cyanobacteria monocultures was
weaker but still promising. The observed positive effects
of Biojodis may be the result of its active iodine content,
which is the main component of this preparation. ITodine
ions are a component of enzymes and co-enzymes, and take
part in many important physiological processes in plants,
as well as being involved in basic metabolic processes such
as the synthesis of proteins (Jeznach, 2011; Smolen, 2009).
These ions also increase the intensity of chemical reactions
and stabilise the genetic determinants of different processes
at the cellular level. Furthermore, they take an active part
in the stabilization of other ions, affect the immune defence
in the soil under stress conditions, reduce the permeability
of cell membranes in plants and restrict the diffusion of nu-
trients. lodine ions also stimulate the regenerative processes
in plants, enhancing the synthesis of lignin and polysaccha-
rides (Piotrowski et al., 2016a, b; Smolen et al., 2011).

While having lower potency than Biojodis, Asahi SL
also produced favourable effects, as compared to the con-
trol. Consisting of active substances from the nitro phenols
group, its chemical composition influenced plant growth
and development. The application of Asahi SL increased
plant growth, intensified the respiratory processes of pho-
tosynthesis, improved water management and intensified
absorption of nutrients. All the aforementioned effects
resulted in higher production of plant biomass. Moreover,
this substance reduced the negative effects of adverse envi-
ronmental conditions and increased the resistance of plants
to abiotic stress, primarily to low temperature, excessive
moisture and heavy metal concentration. In addition, by
way of influencing a number of metabolic processes in
plants, it contributed to the reduction of oxidative stress
(Anyszka et al., 2008; Gawronska et al., 2008; Gornik et
al., 2007). Previous research has also shown that a single
spraying of plants with Asahi SL has a positive effect on
seed regeneration, increasing the number and weight of
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seeds and the number of pods (Kocira ef al., 2015). Indeed,
in our work, the highest seed weight was found with the
application of 0.1% Asahi SL solution, or in our control
(Kocira et al., 2015).

It should be noted that our Control (without bio-stimu-
lator or cyanobacteria application) was characterized by the
lowest performance factors.

The performed research also indicated the positive
effects of the mixture of two cyanobacteria monocultures. It
enhanced the growth of the plants and reduced the negative
impact of adverse environmental conditions. In addition,
the non-toxic cyanobacteria strains (MKR Microcystis
aeruginosa 0105 and Anabaena sp. PCC 7120) increased
the willow plant (Salix viminalis L.) metabolic activity, as
compared to the control series. This positive effect result-
ed from these strains’ ability to synthesize many organic
compounds, including the amino acids, carbohydrates, the
phytohormones (auxin, gibberellin, cytokinin), macro- and
microelements and vitamins, as well as many other secon-
dary metabolites (Piotrowski et al., 2016a, b). These organ-
isms can fix nitrogen from atmosphere and enrich the soil
with nitrogen compounds (Haroun and Hussein, 2003;
Nain et al., 2010; Perez-Garcia et al., 2011).

CONCLUSIONS

1. The research performed on willow plants (Salix
viminalis L.), cultivated under favourable and unfavour-
able humidity-thermal environmental conditions, indicated
their variable sensitivity to the tested growth stimulants,
the mixtures of cyanobacteria, as well as the bio-stimulants
Asahi SL and Biojodis. The used cyanobacteria mixtures
and bio-stimulant preparations significantly improved plant
growth both under favourable and unfavourable conditions
of temperature and soil moisture content, and alleviated
their negative effects.

2. The used stimulants can become important elements
of organic tree-farming. Their application to plants or soil
can reduce the use of chemical fertilizers and pesticides,
thus significantly decreasing their negative impact on the
environment and soil quality. The use of organic fertiliz-
ers is one of the most promising strategies for sustainable
and integrated crop production in agriculture, forestry and
horticulture:

Conflict of interest: The Authors do not declare con-
flict of interest.
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Abstract

Modern agriculture must be subject to some adaptation processes due to unpredictable climate changes. One of the activities
that enables the production of plant biomass in adverse climatic conditions is the development of ecological and innovative
crop technologies using natural plant extracts. The elimination of synthetic fertilizers and their replacement with products
based on organic matter will increase the plant’s resistance to negative conditions of environmental stress, will have a posi-
tive effect on the development and yielding of plants and will reduce cultivation costs. The plant material: willow (Salix
viminalis), Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) and Virginia mallow (Sida hermaphrodita). The natural extract
was obtained from Navicula sp. (Bacillariophyceae) monocultures, which was applied to plants in three variants: watering,
spraying (foliar application) and watering and spraying. Every 2 weeks: plant height and chlorophyll content index were
determined and at the end of the growing season, an analysis was made of: fresh and dry biomass, gas exchange activity in
plants (net photosynthesis, transpiration, stomatal conductivity and intercellular CO, concentration). The enzymatic activ-
ity of acid (pH=6.0) and alkaline (pH=7.5) phosphatase, RNase, dehydrogenases, as well as the integrity of cytoplasmic
membranes was determined. The obtained results confirmed the positive effect of diatom monoculture extract on the growth
and development of the plants. The analyzed physicochemical parameters were characterized by 15-20% higher values in
comparison with the control. The use of natural extracts from Navicula sp. can be an alternative to chemical fertilizers and
is considered one of the promising strategies in organic agriculture.

Keywords Salix viminalis - Helianthus tuberosus - Sida hermaphrodita - Bacillariophyceae - Biostimulators - Biofertilizer

Introduction European policy. The latest regulation of the European Parlia-

ment from June 2019 radically changes the approach in the use

Limiting the use of chemical fertilizers in agriculture due to
their negative impact on the environment and human health
is one of the priority assumptions of modern, sustainable
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and production of artificial fertilizers in the European Union.
Thanks to the new regulations, only fertilizers that meet strin-
gent EU-wide quality and safety requirements will be allowed
to enter the EU market. Current contaminants in EU phos-
phate fertilizer products (heavy metals) may pose a threat to
human and animal health, as well as all levels of the ecosys-
tem. A modern and sustainable approach in organic farming
must be based on natural organic substances (biostimulators)
(Grzesik et al. 2015). The conducted research and numerous
literature data indicate that bio-fertilization may become an
alternative to dangerous synthetic fertilizers and pesticides.
Their main advantage is primarily ecological and environ-
mentally friendly origin and a positive impact on the growth,
development and yielding of cultivated plants. Silicon is one

@ Springer
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of the most common elements in the earth’s crust. However,
due to its specific chemical properties, it occurs in a form
most often inaccessible to plants, often as silica in the form
of quartz — a substance insoluble in water. The form avail-
able for plants is silicic acid which is very unstable and easily
turns back into forms inaccessible to plants (Abro et al. 2009;
Sommer et al. 2006). Research to date has shown that silicon
fertilization increases plant resistance to diseases and pests,
water shortage, light and salt stress. The use of silicon also
mitigates the effects of phytotoxic excess of some ions in the
root environment, such as sodium, manganese, aluminum and
heavy metals. Despite the undoubted benefits of using silicon
in plant development, the use of this element in crops is still
underestimated, and one of the reasons is the lack of a suf-
ficiently stable fertilizer product (Meena et al. 2014; Farooq
and Dietz 2015). Technological advancement, producer aware-
ness and increasingly restrictive international regulations have
given the chance to use natural organisms including diatoms as
biostimulants and a natural source of silicon. The use of spe-
cific and unique properties of diatoms in modern and sustain-
able economy is highly prospective and creates many opportu-
nities, including as a base for the production of new generation
fertilizers. These organisms are diverse and cover over 100,000
species. These organisms live as single cells or form colonies
that resemble several-centimeter threads, starfish or bushes
(Witkowski et al. 2006; Prygiel et al. 1993; Round et al. 1992;
Simental and Sanchez-Saavedra 2003). Their cultivation is
relatively simple, does not generate high costs and they are a
source of many bioactive chemical compounds widely used in
the pharmaceutical industry to produce antiviral and antibacte-
rial drugs (Fimbres-Olivarria et al. 2018). It is an interesting
and positive fact that the biochemical composition of diatoms
is variable and depends on the properties of the environment
in which they live. The presence of red light during micro-
algae growth stimulated the synthesis of carbohydrates, and
the exposure of blue light significantly increased the protein
content (Jungandreas et al. 2014). High content of antioxidant
compounds in diatoms is successfully used in the cosmetics
and nutraceutical industry (Karthikeyan et al. 2013; Abd El
Baky et al. 2013). High content of silicon, nitrogen, phospho-
rus and biologically active compounds allows the use of these
organisms as a base for innovative preparations for growing
plants. Diatoms are unicellular organisms with the ability to
form colonies, they occur in freshwater and marine environ-
ments, as well as on rocks, in soil and bark of trees — wher-
ever there is moisture and light (Grzesik et al. 2015; Descy
etal. 1991; Kwadrans et al. 1998). They inhabit not only clean
waters, but they can also be found in highly polluted places,
such as sewers, where no other organisms can survive (Broda
et al. 2015). Being highly sensitivity to the content of nutrients
and availability of light, diatoms are used as an indicator of
the eutrophication process (Noga et al. 2013). High content of
heavy metals in water makes diatom cells deformed and much
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smaller than under conditions favorable to their development
(Peszek et al. 2014). Characteristic structure and composition
of a cell wall distinguish these algae from other organisms.
Hydrated silica (SiO,xnH,0) and diatotepines — an acid
polysaccharide are— their main components. (Round et al.
1992). The specific properties of diatom structure, such as
the ability to form silica armor and to produce mucus rich in
mannose, fucose and galactose can be used in the process of
applying fertilizers from diatoms, and thus can have a positive
effect on biomass and crop yielding (Round 1990). Due to the
high content of fats and proteins, they form the base of the
food chain in oceans, seas and inland waters. They are thought
to be responsible for a quarter of global oxygen production.
They are capable of phytoremediation — absorbtion of heavy
metal ions (lead, zinc, nickel, cadmium, titanium) (Rakowska
2003). Despite the lower content of nitrogen and phosphorus
in diatoms compared to synthetic fertilizers, these elements
are better absorbed by plants. In addition, diatomaceous bac-
teria are present on the surface of diatom cells, which can be
directly absorbed by plants or stored in soil through denitrifica-
tion processes (Allen et al. 2011). The use of diatoms as new
generation fertilizers can stimulate growth and development
of cultivated plants as well as their resistance to pathogens
and stressors, such as sudden climate changes. Research to
date and literature data have confirmed the positive effect of
other microorganisms (Cyanobacteria) on crop growth and the
ecosystem (Piotrowski et al. 2016; Grzesik and Romanowska-
Duda 2014). Diatoms, including Navicula sp., can play a key
role in improving soil quality and biological life and in stimu-
lating plant and microorganism growth. The aim of the study
was (1) analysis of the growth and metabolic activity of energy
plants (Salix viminalis, Helianthus tuberosus, Sida hermaph-
rodita) grown under the conditions simulating climate change
and treated with an extract obtained from diatoms (2) assess-
ment of the usefulness of diatoms as a source of natural silicon
in agro. The positive effect of diatoms on the growth, develop-
ment and metabolic activity of energy plants has been dem-
onstrated. The possibility of using diatoms in the production
of new generation fertilizers which are based on natural and
ecological ingredients of organic origin was pointed out. The
development and application of diatom preparations can sig-
nificantly reduce or completely eliminate synthetic fertilizers
and pesticides that are dangerous to humans and ecosystems.

Materials and methods
Selection of plant material
The research was carried out using three popular plant spe-
cies: willow (Salix viminalis), Jerusalem artichoke (Helian-

thus tuberosus) and Virginia mallow (Sida hermaphrodita).
The choice of plant material was dictated by their specific
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properties: rapid growth, low cultivation costs, occurrence
in various climatic zones, high calorific value. The course of
the experiment strictly depended on the growing season of
the selected plant species. The experiment was carried out in
three variants: Variant [—vegetation room (controlled con-
ditions: soil moisture, temperature, lighting); Variant II—
greenhouse (controlled soil humidity, temperature dependent
on weather), soil drought alternating every 3 weeks (20%
soil moisture) and excessive soil moisture (60%), the soil
moisture level was monitored using a soil moisture measure-
ment ThetaProbe ML3, Delta-T; Variant III—field (weather-
dependent conditions), soil moisture, temperature, weather
dependent on sun exposure, time of day, season of the year.
In variant I, the experimental plants were subjected to vari-
able temperatures that may occur in the conditions of a
changing climate. The simulation of temperature changes
is presented in Table 1. 20/0/20 °C—plants grown at 20 °C
were lowered three times every 14 days to 0 °C for 24 h;
20/40/20 °C—plants grown at 20 °C were raised three
times to 40 °C for 24 h every 14 days; 20/0/40/20 °C—
plants grown at 20 °C were lowered to 0 °C twice for 24 h
after 14 and 42 days of cultivation and one temperature
increase to 40 °C for 24 h on the 28th day of the experiment;
10/—-5/20/40/20 °C—the plants for the first 14 days of the
experiment were grown at 10 °C, then the temperature was
lowered to —5 °C for 24 h, for the next 42 days, the plants
were grown at 20 °C, meanwhile, the 28th day the tempera-
ture was raised to 40 °C for 24 h.

Plants in all variants (I-1II) were grown in 3-L pots
filled with a mixture of sand and peat (1:1 =v:v). The first
applications of diatomaceous fertilizer were made at a
plant height of 15 cm. The experiment was carried out in

Table 1 List of variants according to which the experiment was conducted

five replicates for each treatment. Each lot consisted of 30
plants of each species, arranged by random blocks. The
obtained means from each parameter were grouped using
the Duncan test at significance level a =0.05.

Diatom cultivation and preparation for plant
treatment

During the growing season, all plants were treated with
Navicula sp. monoculture extract. The biopreparation
was applied every 3 weeks in three ways: by direct water-
ing, spraying (fertilizer in the form of an aerosol), and
watering and spraying. Monoculture Navicula sp. came
from the KER collection, Department Bi0§, UL, cultured
in a phytotron room on BG11 medium (ATCC Medium
616) rich in micro- and macroelements at 27 °C with
Farel lamps (18 W), according to the procedure devel-
oped by Romanowska-Duda et al. (2010). The number
of Navicula sp. cells was determined using a Fuchs and
Rosenthal hemocytometer. In the monocultures used for
the experiments, the number of cells in 1 mL of water
was 600,000. Then, the diatom cells were subjected to a
2-min centrifugation (4000 rpm) and suspended in water.
Before starting the application of the monoculture, it was
subjected to a sonication process of 15 min (ultrasound
frequency 20 kHz, with an amplitude of 80% and impulses
of 0.7 s at intervals of 0.3 s) using an ultrasonic homoge-
nizer (Omni-Ruptor 4000, Omni International). Depending
on the experimental variant, each plant was sprayed with
20 ml, 20 ml watered or 40 ml Navicula sp. monoculture
mixture sprayed and watered.

Salix viminalis Helianthus tuberosus

Sida hermaphrodita

Variant [—vegetation room (controlled conditions: soil moisture, temperature, sunlight—controlled)

Variable temperature
20/0/20 °C; 20/40/20 °C
20/0/40/20 °C; 10/— 5/20/40/20 °C

Diatom monoculture application in the form  Diatom monoculture application in the form

of watering of spraying

Diatom monoculture application in the form of
watering and spraying

Variant II-greenhouse (soil humidity controlled, temperature dependent on weather), applied every 3 weeks, alternately soil drought (20% soil

moisture) and excessive soil moisture (60%)

Temp. 20 °C,
Variable soil moisture 20-60%, every 3 weeks

Diatom monoculture application in the form  Diatom monoculture application in the form

of watering of spraying

Diatom monoculture application in the form of
watering and spraying

Variant III-field (weather-dependent conditions), soil moisture, temperature, weather-dependent sun exposure, time of day, time of year

Temperature and humidity vary
Diatom monoculture application in the

form of watering of spraying

Diatom monoculture application in the form

Diatom monoculture application in the form of
watering and spraying
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Research methodology

The assessment of the usefulness and effectiveness of the
Navicula sp. monoculture mixture as a bio fertilizer were
determined on the basis of biometric measurements of
plants. Every 4 weeks, plant growth and development were
determined, and the chlorophyll content index of plant leaves
was determined using a Minolta SPAD-502 apparatus (Kon-
ica Minolta) (Gornik et al. 2002). The measurement was
made by closing the measuring head on a leaf. Since the
leaf is not cut off or damaged in any other way, the same
leaf was measured during the growth period of the plant.
At the end of the growing season, fresh and dry biomass as
well as gas exchange activity in plants (net photosynthesis,
transpiration, stomatal conductivity and intercellular CO,
concentration) using the TPS-2-PP Systems analyzer, USA
were assessed. Measurement of gas exchange parameters
was carried out in laboratory conditions at a constant tem-
perature of 24 °C and constant lighting 2 x 18 W/840. Gas
exchange parameters have been marked in accordance with
the manufacturer instruction: “using infrared gas analysis
techniques, where CO, concentration was determined with
an accuracy of 1 ppm. The TPS-2 passes a measured flow
of air over a leaf sealed into a chamber called the “leaf
cuvette”. Using a “gas switching” technique, the TPS-2 first
samples the CO, and H,O of the air going to the cuvette (ref-
erence) and then the air leaving the cuvette (analysis). From
the flow rate and the change in concentrations, the assimi-
lation rate of CO, and transpiration rate of water can be
determined. This technique is commonly referred to as the
“open” system method of measurement and is the method
employed by the TPS-2. Designed for use under the most
demanding field conditions (high temperature and humidity,
dust), the system is equipped with an internal, hydrophobic
filtering system ensuring that all internal parts are fully pro-
tected. The TPS-2 is a high-precision instrument. It features
a single, non-dispersive infrared gas analyzer for accurate
measurement of CO,. The gas analyzer includes an infrared
source, a gold-plated and highly polished sample cell and
detector. The analyzer acts as an absorptiometer measuring
only in the 4.26 um waveband ensuring accurate, rapid and
stable CO, results. The optical bench is thermostatted and
completely insulated to ensure accurate measurements under
changing ambient temperatures. The enzymatic activity of
acid (pH=6.0) and alkaline (pH ="7.5) phosphatases (Knypl
and Kabziniska 1977), RNase (Knypl and Kabziriska 1977)
(using the UVmini-1240 Shimadzu spectrophotometer) were
measured. Phosphatase 8 mM p-nitrophenylphosphate in
glycine-maleate-Tris-citrate buffer was used as a substrate
for phosphatase assay at pH 6.0 and 7.5 (as measured in a
whole assay mixture at 30 °C) The assay mixture contained
0.1, 0.2 and 0.5 ml eluate in a final volume of 1.5 ml. Reac-
tion was allowed to proceed for 20 min at 30 °C and stopped

@ Springer

by adding 1.0 ml of 0.3 N NaOH. Absorbance at 404 nm
was read and corrected for blanks into which NaOH solu-
tion was added before the eluate. The phosphatase activity
is expressed as AA ;,, nm (0.5 ml eluate)~! per an equivalent
of fresh weight of tissue, or per such a volume of nutri-
ent medium which was equivalent to 1 g of floating plants
at the very time of analyses. Phosphatase activity in crude
nutrient media is expressed as AA,, nm (0.2 ml eluate) ™.
RNase 0.1 ml of highly polymerized RNA was mixed with
0.1 ml of 0.1 M citrate buffer (pH 6.0), and 0.1 ml of eluate.
Reaction was allowed to proceed for 60 min at 30 °C, then
stopped by adding 3.0 ml of magnesium—lanthanum pre-
cipitating reagent (Ambellan and Hollander 1966). Absorb-
ance at 260 nm was read and values of A 260 nm corrected
for 11-fold dilution with the precipitating reagent and for to
blanks into which enzyme was added after the precipitating
reagent. RNase activity is expressed as AA,q, nm (0.1 ml
eluate)™! per equivalent of g fresh weight. The integrity of
cytoplasmic membranes was determined using a conductiv-
ity meter (CC-551 Elmetron) (Goérnik et al. 2002).

Results

The obtained test results confirmed the positive effect of the
Navicula sp. monoculture mixture on the growth and devel-
opment of energy plants of all three species. The substances
used accelerated growth, which was expressed by greater
height, they improved quality of plants and biomass yield
as well as their metabolic activity.

The conducted experiment showed that treating plants
with the mixture of diatom monocultures positively affected
the growth of energy plants (Figs. 1, 2, 3). The use of the
biostimulator increased the plant height compared to the
control sample by 12-25%. In the variant carried out in the
phytotron room, all three plants were characterized by better
growth and higher resistance to adverse temperature condi-
tions. It was shown that the most optimal form of applica-
tion of the tested biostimulator in the form of diatom extract
(15% higher) was simultaneous watering and spraying of
plants.

A positive effect of the Navicula sp. monoculture extract
was also observed in the greenhouse plant cultivation vari-
ants (with variable weather-dependent temperature and
variable soil humidity 20-60% (simulation of drought and
flooding) (Fig. 2) and in completely weather-dependent
conditions—in field (3). Analyzing the dynamics of plant
growth, it was indicated that simultaneous watering and
foliar application (spraying) with the sonicated diatom
extract accelerated the growth and development of the
tested energy plant species compared to the control series
(15% more favorable growth), a slightly weaker effect was
obtained in the other variants, i.e., watering alone (increase
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Fig. 1 Growth dynamics of plants (I) Virginia mallow (Sida her-
maphrodita), (II) willow (Salix viminalis), (III) Jerusalem arti-
choke (Helianthus tuberosus) grown in a phytotron room with vari-
able temperature and constant soil humidity. Diatom monoculture
extract applied in the form of watering and spraying every 3 weeks.
Variable temperature: 20/0/20 °C—plants grown at 20 °C were
lowered three times every 14 days to 0 °C for 24 h; 20/40/20 °C—
plants grown at 20 °C were raised three times to 40 °C for 24 h every

14 days; 20/0/40/20 °C—plants grown at 20 °C were lowered to 0 °C
twice for 24 h after 14 and 42 days of cultivation and one tempera-
ture increase to 40 °C for 24 h on the 28th day of the experiment;
10/=5/20/40/20 °C—the plants for the first 14 days of the experiment
were grown at 10 °C, then the temperature was lowered to —5 °C for
24 h, for the next 42 days, the plants were grown at 20 °C, mean-
while, the 28th day the temperature was raised to 40 °C for 24 h
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Fig.2 Growth dynamics of plants (I) Virginia mallow (Sida her-
maphrodita), (II) willow (Salix viminalis) and (III) Jerusalem arti-
choke (Helianthus tuberosus) grown in a greenhouse with vari-

by 5%), foliar application (increase by 7%). It was also found
that the plants treated with the diatom mixture were charac-
terized by higher resistance to adverse environmental condi-
tions, showed much less sensitivity to stress factors (every
3 weeks drought alternating with flooding).

able temperature (depending on weather) and variable soil moisture
20-60% (drought and flooding). A mixture of diatom monocultures
applied in the form of watering and spraying every 3 weeks

A beneficial effect of the extract based on diatoms was
also observed during the analysis of the physicochemical
parameter—chlorophyll content index (CCI). Plants grown
in different temperature conditions compared to the control
series were characterized by a higher content of chlorophyll
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Fig.3 Growth dynamics of plants (I) Virginia mallow (Sida her-
maphrodita), (II) willow (Salix viminalis) and (III) Jerusalem arti-
choke (Helianthus tuberosus) grown in field conditions with variable

in the leaves (Fig. 4). Similarly to the analysis of growth
dynamics, the CCI index was the highest in the series of
plants treated with the mixture by both watering and spray-
ing (Figs. 5, 6). The plants were characterized by a faster
and more decisive response to stressors—sudden and

temperature and variable soil moisture. A mixture of diatom mono-
cultures applied in the form of watering and spraying every 3 weeks

extreme temperature changes as well as extreme drought
and flooding.

The consequence of the beneficial effect of the Navicula
sp. monoculture extract on the tested plant species was the
increase in the integrity of cytoplasmic membranes, which

Fig.4 Index of chlorophyll content in the leaves of (I) Virginia mal-
low (Sida hermaphrodita), (II) willow (Salix viminalis) and (III)
Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) grown in a phytotron
room with variable temperature and constant soil humidity. A mixture
of diatom monocultures applied in the form of watering and spray-
ing every 3 weeks. Variable temperature: 20/0/20 °C—plants grown
at 20 °C were lowered three times every 14 days to 0 °C for 24 h;
20/40/20 °C—plants grown at 20 °C were raised three times to 40 °C
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for 24 h every 14 days; 20/0/40/20 °C—plants grown at 20 °C were
lowered to 0 °C twice for 24 h after 14 and 42 days of cultivation
and one temperature increase to 40 °C for 24 h on the 28th day of the
experiment; 10/—5/20/40/20 °C—the plants for the first 14 days of
the experiment were grown at 10 °C, then the temperature was low-
ered to—5 °C for 24 h, for the next 42 days, the plants were grown at
20 °C, meanwhile, the 28th day the temperature was raised to 40 °C
for 24 h



Acta Physiologiae Plantarum (2020) 42:146

Page70f13 146

was demonstrated by the outflow of smaller amounts of
electrolytes from tissues. Unfavorable conditions for
plant development, such as high and low temperatures,
significantly increase the permeability of cell mem-
branes. Measurements in the experimental variant carried
out in variable temperature in the phytotron room indi-
cated a beneficial effect of diatom extract on plant tissues
(Fig. 7). Compared with the control series, plants grown
under high-temperature conditions had a lower degree of

cytoplasmic membrane integrity, which was demonstrated
by electrolyte leakage both after 2 h and 4 h. The same
relationship was confirmed in the variants grown in the
greenhouse (Fig. 8) and in the field (Fig. 9). All three plant
species tested, Virginia mallow, willow and Jerusalem
artichoke were characterized by lower (by 10%) leakage
of electrolytes from tissues compared to the control sam-
ple, which proves the increased integrity of cytoplasmic
membranes.
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Fig.5 Index of chlorophyll content in the leaves of (I) Virginia mal-
low (Sida hermaphrodita), (I1) willow (Salix viminalis) and (II1) Jeru-
salem artichoke (Helianthus tuberosus) grown in a greenhouse with a

variable temperature (depending on weather) and variable soil mois-
ture 20-60% (drought and flooding). A mixture of diatom monocul-
tures applied in the form of watering and spraying every 3 weeks
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Fig.6 Index of chlorophyll content in the leaves of (I) Virginia mal-
low (Sida hermaphrodita), (II) willow (Salix viminalis) and (III)
Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) grown in field conditions

with variable temperature and variable soil moisture. A mixture of
diatom monocultures applied in the form of watering and spraying
every 3 weeks
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Fig.7 Electrolyte leakage from the leaves of (I) Virginia mallow
(Sida hermaphrodita), (II) willow (Salix viminalis) and (III) Jeru-
salem artichoke (Helianthus tuberosus) grown in a phytotron room
with variable temperature and constant soil humidity. A mixture
of diatom monocultures applied in the form of watering and spray-
ing every 3 weeks. Variable temperature: 20/0/20 °C—plants grown
at 20 °C were lowered three times every 14 days to 0 °C for 24 h;
20/40/20 °C—plants grown at 20 °C were raised three times to 40 °C

Increased plant development was also the consequence
of the increased activity of enzymes responsible for the
regulation of phosphorus management—acid (APs) and
alkaline phosphatases (ALP), as well as RNase (enzymes
responsible for breaking down phosphodiester bonds

for 24 h every 14 days; 20/0/40/20 °C—plants grown at 20 °C were
lowered to 0 °C twice for 24 h after 14 and 42 days of cultivation
and one temperature increase to 40 °C for 24 h on the 28th day of the
experiment; 10/—5/20/40/20 °C—the plants for the first 14 days of
the experiment were grown at 10 °C, then the temperature was low-
ered to—5 °C for 24 h, for the next 42 days the plants were grown at
20 °C, in meanwhile the 28th day the temperature was raised to 40 °C
for 24 h

in ribonucleic acids into mono- and oligonucleotides)
(Table 2). The results of the analyzes indicated that in the
plants treated with the diatom extract biochemical activity
was by 25% higher compared to the control series.
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Fig.8 Electrolyte leakage from the leaves of (I) Virginia mallow
(Sida hermaphrodita), (II) willow (Salix viminalis) and (III) Jeru-
salem artichoke (Helianthus tuberosus) grown in a greenhouse with
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variable temperature (depending on weather) and variable soil mois-
ture 20-60% (drought and flooding). A mixture of diatom monocul-
tures applied in the form of watering and spraying every 3 weeks
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Fig.9 Electrolyte leakage from the leaves of (I) Virginia mallow
(Sida hermaphrodita), (II) willow (Salix viminalis) and (III) Jerusa-
lem artichoke (Helianthus tuberosus) grown in field conditions with

Table 2 Physiological activity in the leaves of Virginia mallow (Sida
hermaphrodita), willow (Salix viminalis) and Jerusalem artichoke
(Helianthus tuberosus) grown in conditions of changing soil tempera-

variable temperature and variable soil moisture. A mixture of diatom
monocultures applied in the form of watering and spraying every

3 weeks

ture and humidity with every 3 weeks of application with a mixture

of diatom monocultures

Experimental variant APs (pH ALP RNase APs (pH ALP (pH  RNase APs (pH ALP (pH RNase mU/g
6.0), U/g (pH7.5), mU/gfw  6.0),U/g 7.5),U/g mU/gfw  6.0),U/g 7.5),Ulg f.w
f.w Ul/g f.w f.w f.w fow f.w
Variable temperature, 30% soil moisture
Sida hermaphrodita Salix viminalis Helianthus tuberosus
Control 0.5¢cd 0.15b 3.1c 0.5¢cd 0.15b 3.0c 0.6dc 0.2d 4.1c
20/0/20 °C 0.6bc 0.2b 2.2b 0.65b 0.2a 3.2b 0.5ba 0.3b 3.2a
20/40/20 °C 1.3h 0.3e 5.3e 0.7h 0.5¢ 5.2e 1.6de 0.5e 6.3d
20/0/40/20 °C 0.7de 0.3b 3.2¢ 1.2de 0.3b 3.8¢c 0.9bd 0.45d 4.2b
10/-5/20/40/20 °C  0.2a 0.05a 0.7a 0.1a 0.05a 0.04a 0.15a 0.05a 0.8a
Variable temperature, 20-60% soil moisture
Control 0.6bc 0.2b 1.9¢ 0.9¢cd 0.5¢ 5.3d 0.7cd 0.3b S.1c
Diatoms watering ~ 0.5ef 0.2¢ 2.2¢ 0.8b 0.6a 5.8b 1.3b 0.4c 4.7c
Diatoms spraying  0.8ab 0.25b 3.2f 0.8ef 0.3c 4.8d 2.1ef 0.3e 4.7f
Diatoms watering  1.0a 0.4a 3.2g 1.2dc 1.2¢ S.1c 2.2a 1.2b 5.6¢
and sprying
Field—weather-dependent conditions
Control 0.5¢cd 0.25¢ 3.0d 1.3bc 1.3b 5.2¢ 0.9bc 0.4b 43¢
Diatoms watering  0.8b 0.3f 3.1c 0.9ef 1.5e 4.9f 1.4ef 0.6d 5.1d
Diatoms spraying ~ 0.8c 0.2bc 3.9b 1.4ef 1.4e 4.3f 1.1ed 1.05e 5.5d
Diatoms watering ~ 0.75ef 0.4fg 4.1f 1.3f 0.9¢ 5.8¢ 12¢g 0.9¢ 6.05¢
and sprying
LSD o5 0.9 0.09 0.9 0.1 0.1 0.9 0.2 0.1 0.9

*Means marked with the same letters within individual columns do not differ significantly according to Duncan’s test at significance level

p=0.05
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The applied extract from Navicula sp. monocultures had
a positive effect on the gas exchange process in the tissues
of the tested plant species (Tables 3, 4 and 5). Analysis of
individual parameters using modern equipment (TPS-2-PP
Systems analyzer, USA) proved the relationship between the
form of application of the tested stimulator and increased
values of net photosynthesis [mmol/(m?.s)], transpiration
[mmol/(mz*s)], stomal conductivity [mmoleO/mzs_l] and
lower intercellular CO, content [umolCO,/mol.air]. Simul-
taneous watering and application in the form of an aerosol
caused the best effect compared to the control series in all
variants of the experiment. High indices of individual gas
exchange parameters translated directly into better vigor of
plants and increased biomass yield.

The methods used in the experiment and the analysis
of the physiological and biochemical activity of plants are
widely used and recognized as tools to obtain useful mark-
ers of metabolic processes which are also recommended as
indicators of plant responses to external stimuli, in particular
responses to stressors caused by adverse climatic conditions.

Discussion

The experiment and analysis of individual physicochemical
parameters confirmed the legitimacy of using the mixture
of Navicula sp. monocultures in energy crops, both in opti-
mal and unfavorable conditions, characterized by extreme
temperatures and soil moisture. The scale of the positive
effect depended on the form of application of the tested
preparation. The preparation used significantly alleviated
the symptoms of environmental stress and increased plant
metabolic activity, which translated into higher biomass.
The high content of silicon and other necessary macro- and
micronutrients found in the diatom cells can directly trans-
late into faster growth and development of cultivated plants
(Kaya et al. 2006). Research to date has shown a large vari-
ety of biologically active substances and a high content of
antioxidant compounds found in the diatom cells (Fimbres-
Olivarria et al. 2018). Foliar application and direct watering
of plants with the mixture of monocultures at the same time
caused faster plant growth, intensified plant gas exchange
processes, had a positive effect on water and enzymatic man-
agemen, and improved the absorption of nutrients from soil.
All of the above-mentioned effects contributed to obtaining
higher plant biomass. In addition, due to the influence of
natural stimulators on a number of metabolic processes, the

Table 3 Gas exchange in the leaves of Sida hermaphrodita grown under of changing temperature and soil moisture (every 3 weeks application of

diatom extract)

Sida hermaphrodita

Experimental variant Netto photosynthesis

[mmol/m? s]

Transpiration
[mmol/m? s]

Concentration intercel-
lular CO, [umol CO, /

Stomatal conductance
[mmol H,0/m? s™']

mol air]
Variable temperature, 30% soil moisture
Control 4.1cd? 1.29¢ 456¢ 296d
20/0/20 °C 4.2b 1.02b 378b 322e
20/40/20 °C 53¢ 1.62e 564e 276bc
20/0/40/20 °C 4.0bc 1.34c 478cd 324de
10/-5/20/40/20 °C 3.2a 0.22a 59a 54a
Variable temperature, 20-60% soil moisture
Control 4.3cd 1.32¢ 451c 288d
Diatoms watering 4.3b 1.30b 441c 287d
Diatoms spraying 4.4e 1.43e 452e 292d
Diatoms watering and sprying 4.5f 1.54e 477ef 298f
Field—weather-dependent conditions
Control 4.2fg 1.45¢g 438g 284¢g
Diatoms watering 4.2e 1.40bc 411e 267e
Diatoms spraying 4.3bc 1.38de 422d 271e
Diatoms watering and sprying 4.4e 1.35f 438g 284¢g
LSDy 45 0.2 0.05 33 21

*Means marked with the same letters within individual columns do not differ significantly according to Duncan’s test at significance level

p=0.05
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Table 4 Gas exchange in the leaves of Salix viminalis grown under of changing temperature and soil moisture (every 3 weeks application of dia-
tom extract)

Salix viminalis

Experimental variant Netto photosynthesis Transpiration Stomatal conductance Concentration intercel-
[mmol/m? s] [mmol/m? s] [mmol H,0/m? s7!] lular CO, [umol CO, /
mol air]

Variable temperature, 30% soil moisture

Control 4.0cd* 1.24c 446d 287d
20/0/20 °C 4.1b 1.08bc 388c 342¢
20/40/20 °C 4.8e 1.68d 584d 226bc
20/0/40/20 °C 3.1f 1.37e 488e 314c
10/-5/20/40/20 °C 3.1a 0.22a Sla Sla
Variable temperature, 20-60% soil moisture
Control 4.1cd 1.42d 441d 298¢
Diatoms watering 4.1e 1.37d 431d 281bc
Diatoms spraying 4.2de 1.33f 462f 289ef
Diatoms watering and sprying 4.5¢ 1.44e 467e 271b
Field—weather-dependent conditions
Control 4.1cd 1.35d 428¢ 294c
Diatoms watering 4.1e 1.30d 416d 281c
Diatoms spraying 4.2f 1.25¢cd 432d 279c¢
Diatoms watering and sprying 4 4ef 1.32¢ 448e 274d
LSD) o5 0.2 0.06 31 19

*Means marked with the same letters within individual columns do not differ significantly according to Duncan’s test at significance level
p=0.05

Table 5 Gas exchange in the leaves of Helianthus tuberosus grown under of changing temperature and soil moisture (every 3 weeks application
of diatom extract)

Helianthus tuberosus

Experimental variant Netto photosynthesis Transpiration Stomatal conductance Concentration intercel-
[mmol/m? s] [mmol/m? s] [mmol H20/m2 s71] lular CO, [umol CO, /
mol air]

Variable temperature, 30% soil moisture

Control 4.2cd? 1.49¢ 446¢ 301e
20/0/20 °C 4.2b 1.12a 387b 312bc
20/40/20 °C 4.9¢ 1.52¢ 490c 256b
20/0/40/20 °C 4.2bc 1.64e 468cd 334d
10/—-5/20/40/20 °C 3.1a 0.29a 56a Sla
Variable temperature, 20-60% soil moisture
Control 4.2cd 1.42¢ 459c 298d
Diatoms watering 4.3a 1.36b 451bc 297de
Diatoms spraying 4.4bc 1.53¢ 442d 272b
Diatoms watering and sprying 4.5¢ 1.64c 467d 278bc
Field—weather-dependent conditions
Control 4.1cd 1.35¢ 458c 294d
Diatoms watering 4.2b 1.45b 451d 277Tbc
Diatoms spraying 4.1e 1.48d 442b 281d
Diatoms watering and sprying 4.4f 1.39bc 448bc 294e
LSD) o5 0.3 0.06 35 25

*Means marked with the same letters within individual columns do not differ significantly according to Duncan’s test at significance level
p=0.05
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plants respond with a much lower oxidative stress, as con-
firmed by (Anyszka et al. 2008; Gawroniska et al. 2008). The
use of a mixture of diatoms in modern, innovative economy
can become an alternative and significantly reduce the use
of chemical fertilizers that are harmful to the environment
(Simental et al. 2003). Low production costs are another
aspect that indicates the legitimacy of using sonicated dia-
tom cells as natural biostimulants. In 1992, McAnally-Salas
et al. (1992) in their research showed that the production of
diatomaceous fertilizers compared to standard conventional
fertilizers can be cheaper by almost 98%. Valenzuela-Espi-
noza (1997) came to similar conclusions, his natural agri-
cultural preparation had eight times lower production costs.

The conducted experiment confirmed the legitimacy of
the use of diatomaceous extracts and their beneficial effect
on the growth, development and physiological activity as
well as vigor of energy plants in adverse conditions of cli-
mate change. Such pro-ecological activities create a chance
to significantly reduce chemical fertilizers dangerous for the
environment and humans, while reducing the production
costs of energy crops.

Conclusion

The obtained results confirmed the positive effect of the
diatom monoculture extract on the growth and develop-
ment of the cultivated plants. The analyzed physicochemi-
cal parameters were 15-20% higher in comparison with the
control sample. The extract used stimulated plant growth and
development, which was confirmed by their increased height
and biomass yield as well as metabolic activity. The use of
natural extracts from Navicula sp. diatoms as plant growth
stimulants can be an alternative to chemical fertilizers and
is considered one of the promising strategies in organic and
integrated plant cultivation.
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Abstract: The aim of the research was to investigate the effect of biogas plant waste on the
physiological activity, growth, and yield of Jerusalem artichoke and the energetic usefulness of the
biomass obtained in this way after the torrefaction process. The use of waste from corn grain
biodigestion to methane as a biofertilizer, used alone or supplemented with Apol-humus and
Stymjod, caused increased the physiological activity, growth, and yield of Jerusalem artichoke
plants and can limit the application of chemical fertilizers, whose production and use in agriculture
is harmful for the environment. The experiment, using different equipment, exhibited the high
potential of Jerusalem artichoke fertilized by the methods elaborated as a carbonized solid biofuel
after the torrefaction process. The use of a special design of the batch reactor using nitrogen,
Thermogravimetric analysis, Differential thermal analysis, and Fourier-transform infrared
spectroscopy and combustion of Jerusalem artichoke using TG-MS showed a thermo-chemical
conversion mass loss on a level of 30% with energy loss (torgas) on a level of 10%. Compared to
research results on other energy crops and straw biomass, the isothermal temperature of 245 °C
during torrefaction for the carbonized solid biofuel of Jerusalem artichoke biomass fertilized with
biogas plant waste is relativlely low. An SEM-EDS analysis of ash from carbonized Jerusalem
artichoke after torrefaction was performed after its combustion.

Keywords: torrefaction; Jerusalem artichoke; biofuel; energy crops; agiculture

1. Introduction

One of the greatest global problems is increasing energy consumption, which, in the face of the
need to limit the use of fossil fuels, forces the development of crops that will produce the maximum
yield of biomass, which could be converted into energy fuel using modern technologies [1]. For this
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reason, research is necessary to select plants having a high potential of biomass and energy yield on
poor soils and to develop plant cultivation technologies that, in addition to high biomass yield and
energy efficiency, will be conducive to the environment by reducing the use of chemistry in
agricultural production and will strengthen energy security [2].

Compared to other renewable energy sources, biomass provides continuous electricity
generation, and is the only widespread source of renewable heat. Biomass co-firing and biomass
combustion will contribute to the reduction of CO: and SO: emissions, support sustainable
development, and increase energy security and regeneration of rural areas, due to the increase of
forestry and agricultural activity and the provision of heat and electrical energy production. To
increases the biomass share up to a 30% or even 40% caloric value, the biomass particles must be
milled down to sizes where high caloric values can be expected. There are many different biomass
pre-treatment methods that can be used to convert it into more coal-like matter. There are a number
of barriers to overcome in order to expand the exploitation of biomass for heat and eleclricity
production. One of them concerns the limitations connected to biomass fuel characteristics [3-5].

When coal is compared with wood biomass, which are both still the dominant solid fuels in heat
and electricity production in Poland, the inferior properties of biomass are often revealed. Wood
biomass fuel has in most cases a high moisture content, resulting in storage complications, such as
self-heating and biological degradation, and lower energy densities. It is also a bulkier fuel (with
poorer transportation and handling characteristics), and it is more tenacious (the fibrous nature of
biomass makes it difficult to reduce it to small homogeneous particles). The biomass properties
mentioned above have negative impacts during energy thermal conversion, such as gasification and
lower combustion and co-firing efficiencies [6].

Among the methodologies that can be applied to improve the properties of plant biomass and
make it a more coal-like material, torrefaction (biomass carbonization) seems to provide many
advantages. Carbonization, or torrefaction, is a thermal degradation of biomass structures, which
occurs by heating them without air contact under atmospheric pressure. It removes low-weight
organic volatile components and moisture as well as depolymerizes the long polysaccharide chains
of biomass. This kind of process of wood carbonization is quite a complex research subject due to the
fact that wood contains different fractions . Wood cells are built from microfibrils, bundles of cellulose
molecules ‘coated” with hemicellulose. Another component of wood biomass is lignin, which is
deposited between microfibrils and in some types of biomass in the amorphous regions of the
microfibril. All of those three fractions exhibit different thermal behavior [7]. The product of
torrefaction is a hydrophobic solid fuel with greatly increased grindability and energy density (on a
mass basis). More importantly, the energy requirement for processing the torrefied biomass decreases
and it no longer requires additional separate handling facilities when we co-combust new fuel with
coal in operating power plants. It is suggested that torrefied biomass can be compacted into high-
grade pellets with substantially superior fuel properties compared with standard wood pellets from
un-treated biomass. The carbonization process can be combined together with the drying and
pelletization process, with both energy end economical benefits. The biomass torrefaction process has
proved suitable for feedstock for flow gasification, which has not been considered feasible before for
raw biomass. This is due to the fact that carbonized biomass forms more solid fuel spherical-shaped
particles during milling or grinding than raw biomass. To produce high caloric value carbonized
solid biofuel, which will have a reasonable price (lower torrefaction process costs can be achieved by
using superheated steam), with better physical-chemical properties before thermo-chemical
conversion, such as a hydrophobic nature, low moisture content, and better grindability, several
process conditions have to be optimal. These include a 30% loss of the mass and 10% loss in energy
in volatile matter plus a low as possible temperature and residential time in the reactor, which can
ensure successful sale on the Polish and European market -.

Important parameters in the choice of highly efficient plant species for energy and torrefaction
purposes comprise their physiological properties, decisive for high biomass yield and the amount of
energy obtained. Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) meets these requirements and it is well
adapted to the conditions of central Europe. The biomass of this species is an important raw material
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for the production of bioethanol, for burning to obtain heat energy, and is widely used in the feed,
food, and medical industries [8-10].

A serious problem in the production of energy plants is the excessive use of artificial fertilizers
and pesticides, which pollute the environment. There is a resulting need to decrease their volume
without reducing the yield potential. Replacement of chemical fertilization by natural fertilizers,
including waste from biogas plants, seems to be one of the ways to address this problem. Due to the
fact that this waste contains the majority of nutrients necessary for plant growth, it seems that their
use in agriculture can support soil fertilization. At the same time, this solves the problem of utilization
and storage, which is dangerous for the environment. The problem is, however, that the fertilizing
value of this waste and its impact on plant physiological activity depends on the type of
biodegradable biomass, which requires separate research into the methods of its application and
management. These difficulties become serious because biogas plants turn out to be a fast developing
branch of energy production and they use of different raw materials. Alburquerque et al. [11],
Jasiulewicz and Janiszewska [12], and Lagocka et al. [13] indicated that, given the environmental risks
and benefits, the use of this waste in agriculture is most rational, provided that methods for its use
are developed. The limitation of environmentally harmful synthetic fertilization by the use of biogas
plant waste seems to be very important, as has been similarly demonstrated in the case of microalgae
and water plants from the family Lemnaceae, which applied to medium enabled a reduction of the
recommended artificial fertilizer doses [14-17]. The use of waste from biogas plants for fertilizing
purposes is part of the strategy of the circulating production of energy plants in which waste becomes
a raw material in the next crop cycle. Another unknown problem is the usefulness of the biomass
energy produced from the waste of a biogas plant and the possibility of its torrefaction for energy
purposes. The world literature available on these issues, especially concerning agricultural
management of waste from the corn grain biodigestion to the methane process together with
preparations stimulating growth, their influence on physiological processes that regulate plant
energy properties, and the development of torrefaction technologies converting such produced
biomass into energy fuel, is hard to find. In the majority of cases, it refers to the waste produced by
specific biogas plants and to the raw materials used there [18]. Additionally, the possibilities of
torrefaction of the biomass produced on this waste, as well as its energy properties so far are not
known.

The purpose of this work was to describe the impact of waste from the corn grain biodigestion
to methane process, used as biofertiliser either separately or together with Apol-humus and Stymjod,
on the growth, yield, and physiological properties of Jerusalem artichoke biomass and the possibility
of converting it into valuable energy fuel using the torrefaction processes.

2. Results

The waste from the corn grain biodigestion to methane process had a beneficial influence on the
growth biomass yield and physiological activity of Jerusalem artichoke. All quantities of applied
waste accelerated the Jerusalem artichoke growth and biomass yield, with 30-40 m?ha being the
most favorable for plant development. The positive impact of this natural fertilizer on growth was
enhanced by the additional application of Apol-humus to soil (10 L ha™) and, furthermore, to a higher
degree by supplementary double plant spraying with Stymjod (5 L ha™) (Figures 1 and 2).
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Figure 1. Kinetics of the growth (a) and final height of Jerusalem artichoke plants (b) cultivated in a
field and fertilized with liquid, non-centrifuged waste from corn grain digestion to methane (E10, 40
m?ha™), Apol-humus (AH; 10 L ha™), and Stymjod (S; 5 L ha™). The data marked with the same letters
are not significantly different, according to the Newman-Keuls multiple range test at an alpha level
of 0.05. The data presented are the average over the years and 10 plants in each repetition of a
particular experimental variant.
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Figure 2. Fresh (a) and dry biomass (b) of one Jerusalem artichoke plant cultivated in a field and
fertilized with liquid non-centrifuged waste from corn grain digestion to methane (E10, 40 m3ha™),
Apol-humus (AH; 10 L ha™), and Stymjod (S; 5 L ha™'). The data marked with the same letters are not
significantly different, according to the Newman-Keuls multiple range test at an alpha level of 0.05.
The data presented are the average over the years and five plants in each repetition of a particular
experimental variant.

Biogas plant waste, applied alone or supplemented with Apol-hymus and Stymjod, increased
the activity of acid and alkaline phosphorylases, RNase, and dehydrogenases. The activities of these
enzymes were closely related to the increasing doses of fertilizers (Table 1).
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Table 1. Activities of the selected enzymes in leaves of Jerusalem artichoke plants grown in a field
and fertilized with liquid non-centrifuged waste from corn grain digestion to methane (E10, 40 m3
ha™), Apol-humus (AH; 10 L ha), and Stymjod (5; 5L ha™).

Waste Doses Phosphorylases
_and PH=60)[Ug1  (H=75[Ug1  “eelUg?  Total Dehydrogenases
Biopreparations fw] fw] fw.] [mg Formazan g Leaf™]
Applied to Soil
Control 0.60 a 026 a 26a 0.50 a
AH 0.63 b 0.28b 28b 0.52b
S 0.66 ¢ 031c 32c¢ 0.66 ¢
E10 0.63 b 0.28b 29b 0.52b
E20 0.67 c 031c 33c 0.66 c
E30 0.71 de 0.33 de 3.6 de 0.69 d
E40 0.73e 034e 37e 0.72e
E40 + AH 0.77 £ 0.39 f 42f 0.76
E40+ AH +S 0.81g 042¢g 44g 0.79 g
LSDo.os 0.02 0.01 0.1 0.15

The data marked with the same letters within a column are not significantly different, according to a
Newman-Keuls multiple range test at an alpha level of 0.05. The data presented are the average over
the years and 10 plants in each repetition of a particular experimental variant.

The established correlations between the favorable changes in plant growth and biomass yield
and the fertilizer doses studied were also confirmed by the proportionally increased activity of gas
exchange and the index of the chlorophyll content in leaves. The growing doses of waste, used alone
or supplemented with Apol-humus and Stymjod, also increased the index of the chlorophyll content,
net photosynthesis, transpiration, and stomatal conductance, and decreased intercellular CO:
concentration, inversely proportional to the above-mentioned three parameters of gas exchange.
These relationships between the doses used of waste and parameters of gas exchange and the index
of the chlorophyll content were similar to those observed between the amount of the fertilizers used
and the plant growth and biomass yield (Figures 1-4).

The use of biogas plant waste slightly increased the heat of combustion in the analytical state
and calorific value in the working state and decreased the ash content in the plants. Table 2 presents
the results of the main experiment using a batch reactor for conducting a Jerusalem artichoke
torrefaction process in a nitrogen atmosphere. The most important observation is that under 245 °C
and a residential time of 13 min, the mass reduction was the closest one of all experimental results to
30%, which is due to the large amount of literature on the most optimal ratio.

Net photosynthesis Transpiration

LSDy 05=0.1

LSDy05=0.2

PN(umol CO, m2s1)

> O 0 D N O X L9

o(‘éo\ 2 Q/'\Q (0‘19 ((‘,‘DQ Q,D‘Q va‘g‘ ?\gz‘% a 006\&0 ® ¢ & & & QxV“ X
O D X & S
Treatments S Treatments <&

(a) (b)
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Figure 3. Gas exchange in the leaves of Jerusalem artichoke plants (Net photosynthesis (a),
Transpiration (b), Stomatal conductance (c), Concentration of intercellular CO:z (d)) cultivated in a
field and fertilized with liquid non-centrifuged waste from corn grain digestion to methane (E10, 40
m?ha™), Apol-humus (AH; 10 L ha™'), and Stymjod (S; 5 L ha™). The data marked with the same letters
are not significantly different, according to a Newman-Keuls multiple range test at an alpha level of
0.05. The data presented are the average over the years and 10 plants in each repetition of a particular

experimental variant.

Index of chlorophyll content

LSDg 05=0.4
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Figure 4. Index of the chlorophyll content in leaves of the Jerusalem artichoke plants cultivated in a
field and fertilized with liquid non-centrifuged waste from corn grain digestion to methane (E10, 40
m?ha™), Apol-humus (AH; 10 L ha™'), and Stymjod (S; 5 L ha™). The data marked with the same letters
are not significantly different, according to a Newman-Keuls multiple range test at an alpha level of
0.05. The data presented are the average over the years and 10 plants in each repetition of a particular

experimental variant.
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Table 2. Experimental research results of the Jerusalem artichoke torrefaction process in nitrogen

using a batch reactor.

Sample Number

Mass Reduction,g Mass Loss,%

Residential Time, min  Torrefaction Temp., °C

NG W N

20/14, 64
20/14, 38
20/13, 47
20/14, 50
20/14, 21
20/12, 51
20/15, 26

26, 80
28,10
32,65
27,50
28,95
37,45
23,70

12
13
14
13
14
17
10

251,17
245,17
247,90
242,17
243,45
254, 06
241, 64

In Table 3, the results of a proximate analysis of Jerusalem artichoke before and after the thermo-
chemical conversion process are presented. It is quite clear that the C% (weight) in the biomass
thermo-chemical process of bio-products increases in tandem with an enhancement in the Jerusalem
artichoke torrefaction process temperature. This was contrary to the weight percentages of C.H and
O, which showed a decreasing trend. From the above mechanism, it is clear that dehydration takes
place as well as de-carbonization during the Jerusalem artichoke torrefaction process. This clearly
shows that the emission of COz, CO, or H20 will result in a decrease in the H and O contents of
torrefied biomass. The rising % of the C content was only due to a decrease in the O content.

Table 3. Elemental analysis and technical analysis of Jerusalem artichoke before and after the

torrefaction process.

High
Energy Crop Moistu Cad, N ad, H a4, Sad Cl, Volatil Ash Heating
re(%) (%) (%) (%) (%) (%) e 24 (%) (%) Value, (M/ig)
Jerusalem artichoke 5.3 48.5 0.27 6.20 0.05 0.115 91.29 2.3 15.82
Torrefied Jerusalem
artichoke:
(243, 45 °C, 14 min) 2.8 54.37 0.19 5.37 0.05 0.014 73.37 3.94 21.70
(245, 17 °C, 13 min) 2.7 55.04 0.19 5.34 0.05 0.014 72.81 3.84 2212
(242,17 °C, 13 min) 2.8 54.79 0.19 5.39 0.05 0.014 72.27 3.71 22.09
ad Add dry basis.

An FTiR analysis during the thermogravimetric analysis of the Jerusalem artichoke torrefaction
process under 245 °C for the production of carbonized solid biofuel shows what kind of volatile
matter components are produced, so-called torgas: H2O, CO, CO2, CHs, and C2 (Figures 5 and 6).
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Figure 5. FTiR analysis of Jerusalem artichoke torrefaction by-products: torgas during the torrefaction
process under 245 °C.
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Figure 6. FTiR analysis of Jerusalem artichoke torrefaction by-products: torgas during the torrefaction
process under 245 °C.

Figures 7-10 presents the thermogravimetric analysis of the combustion process of torrefied
Jerusalem artichoke and TG-MS analysis, which shows what kind of component occurs during
combustion. The colored lines represent what kind of volatile components are formulated during the
combustion process: H2O, CO2, NO, SOz, NOz, formaldehyde, and C.
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Figure 7. Thermogravimetric analysis of torrefied Jerusalem artichoke combustion process.
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Figure 8. TGA-MS analysis of the Jerusalem artichoke combustion process.

An elemental analysis shows that during the TG-MS analysis of the torrefaction process of
Jerusalem artichoke under 245 °C in torgas, there is 0.1% of CHs, 0.05% of Cz, 81.2% of COz, and 18.6%
of CO (Figure 8). Figure 9 represents the mass and energy balance of the Jerusalem artichoke
torrefaction process using a batch reactor and in an inert atmosphere of nitrogen. It was calculated
that 266.76 (+0.420) k] is the external energy, which is neccessery to produce carbonized solid biofuel
(with a 30% mass loss and 10% energy loss) from Jerusalem artichoke. The novelty of this research is
based on the fact that there is a lack of publications describing the use of Jerusalem artichoke growing
in Poland on low-class soils with the addition of wastes and biofertilizers as a feedstock for the
torrefaction process with a focus on the torrefaction process’s optimal parameters for biofuel



Molecules 2020, 25, 3862 10 of 21

production and physical and chemical analysis of torrefied biofuels and uses ashes as carriers of C
for biofertilisers (Table 4).

TORGAS 0.268 KG
—b
2455 kJ

251.17°C, 12 min. TORREFIED

JERUSALEM

16890 KJ (= 0.240) kJ U ARTICHOKE 0.732 KG
- >
=

JERUSALE?AKJEWC“OKE [ TORREFACTION REACTOR J:
—>

15122 k] (+ 0.220) kJ

266.76 KJ (+ 0.420) kJ

Figure 9. Mass and energy balance of the Jerusalem artichoke torrefaction process (f = 251.17 °C, 12

min).
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100 { = PR
: .3 °C, -6.41 %/mi
80 1 Peak: 536.3 °C, -6.41 %/min
-5
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Figure 10. TGA-MS analysis of the torrefied Jerusalem artichoke combustion process.

Table 4. Content of elements in the ash from untreated Jerusalem artichoke and torrefied Jerusalem
artichoke burnt biomass.

. Dry
K M F P 1
C (0] Ca g e Si S C Mass

[Atomic, %] [%]

Assessed Material

Ash composition from
torrefied Jerusalem
artichoke
(average values)

Standard deviation, o 3.00 218 283 051 030 0.00 0.10 0.60 0.05 0.40 -*
Ash composition from
untreated Jerusalem
artichoke 3153 36.05 20.09 222 098 0.11 046 116 0.19 3.13 100.00
(average values)
Standard deviation, o

21.75 46.82 23.01 263 081 0.02 034 3.02 019 141 100.00

332 400 388 0.72 027 001 042 062 005 1.19 -
* The values of standard deviations do not add up.
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Torrefaction is a thermal pre-treatment step for biomass co-firing or biofuel combustion
purposes, which takes place in a relatively low temperature range of 225-350 °C to produce a fuel
with a bigger energy density mainly by the decomposition of hemicellulose fractions (Figure 11).

Figure 11. SEM-EDS microscopic images (a) 100 um, (b) 50 um, (c) 10 um of ashes from torrefied

Jerusalem artichoke after combustion and (d) 100 pum, (e) 50 pum, (f) 10 um of ashes from untreated
Jerusalem artichoke after combustion.

3. Discussion

Jerusalem artichoke is a very realistic high production potential energy plant that can be used to
produce large amounts of biomass (aerial part) and biofuels (using tubers). The amount of yield
depends primarily on the plant genotype and soil fertility. Biomass yield can even reach 110 t ha™,
including green mass of 75.6 t ha™, and tubers of 32.4 t ha™'. The raw material for energy purposes
can be tubers that can be used for the production of ethanol or biogas and above-ground parts used
for biogas fabrication, burning, or for fuel briquettes and pellets. This plant grows well and produces
large amounts of biomass in a wide range of conditions, including moderately compact, well-
ventilated, nutrient-rich, and sufficiently moist soils. It can also be cultivated in worse positions for
energy needs, especially if it is fertilized with biogas plant waste, as the research presented
demonstrates [9].

The main goal of the research was to examine mechanisms controlling the torrefaction process,
to determine selected torrefaction parameters of Jerusalem artichoke growing in low-class soils, and
to determine the impact of the torrefaction process on the Jerusalem artichoke co-firing with coal
process, including the level of pollution reduction. The main thesis of the research is the assumption
that the torrefaction process causes an increase in the calorific value of carbonized Jerusalem
artichoke, positively affects the improvement fuel values during carbonization, and favorably affects
the process of co-firing torrefied biomass with coal, thus limiting a number of operational problems
arising as a result of co-firing biomass with hard coal. This research is becoming important as it is
commonly estimated that in 2050, about 75% of energy will come from renewable energy sources
[19]. Therefore, it is necessary to undertake intensive actions to develop technology for sustainable
energy crop production, its conversion into useful biofuel, and to limit the use of synthetic fertilizers,
as their production and use in agriculture are energy intensive and cause pollution of the
environment. The research performed showed that fertilization with the waste from corn grain
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biodigestion to methane in a dose of 10-40 m? ha of Apol-humus and Stymjod increased plant
growth, biomass yield, gas exchange, enzymatic activity, and energy value of Jerusalem artichoke
biomass proportionally to the fertilizer doses, as was shown in several labour-intensive tests. The
correlations found were observed in all tests performed on physiological activity and they were
similar regardless of the fact that these plants were cultivated for three subsequent years in podzolic
soil. This indicates the proper selection of the plant assessment used tests to show the response of
plants to the applied treatments and the possibility of obtaining positive effects from the developed
methods of fertilization with waste irrespective of the climatic conditions. The tests implemented also
explain the correlation between particular physiological events and their role in regulating growth
and yield [20,21]. The changes observed in the kinetics of Jerusalem artichoke growth, biomass yield,
gas exchange, and enzyme activity in relation to the fertilization methods demonstrated the positive
impact of all used non-centrifuged waste doses, with 30—40 m?ha! being the most favorable for plant
growth and physiological activity [19].

The results obtained show that the amounts of nutrients contained in the waste used could
influence the photochemical processes of photosynthesis, as was also demonstrated by Kalaji et al.
[22] in corn and tomato. They showed that photosynthetic system activity, measured by chlorophyll
fluorescence, is related to the nutrient content in plants. The research presented showed also that the
increasing doses of waste applied to soil were proportionally related to a higher chlorophyll content
in leaves and accelerated growth of plants. Chlorophyll content is the most widely used proxy for N
content, as was demonstrated by the studies of Herrmann et al. [23], Homolova et al. [24], and Camino
et al. [25]. According to Hamann et al. [26], measurement of the chlorophyll content and nitrogen
balance can be a useful non-destructive method to estimate the physiological status of plants, as was
found in young apple trees cultivated under water stress conditions.

Research shows that the applied waste from biogas plants influenced the activity of enzymes,
which have a key impact on plant growth, biomass yield, physiological processes, and energy
properties. Similarly, as in the case of gas exchange, it enhanced the activities of acid and alkaline
phosphorylases, RNase, and dehydrogenase in a dose-dependent manner. The alkaline and acid
phosphorylases are responsible for the distribution of phosphorus in plants and they catalyze the
hydrolysis of organic phosphorus. They also regulate the mineralization potential of organic
phosphorus, which can influence the biomass energy value [27]. Stimulation of RNase activity by the
waste studied may play an important role in strengthening defense mechanisms in plant tissues, as
was also observed in willow and corn plants under the influence of microalgae used as fertilizer.
Dehydrogenases play a crucial role in respiration processes important for growth and biomass yield
[21]. A close relationship between different fertilization methods, the enzyme activities studied, and
plant development was also found in other energy plants, such as Virginia fanpetals, corn and willow
treated with algae [17,21,28,29], and in some energy plants fertilized with sewage sludge and ash
[30,31].

The studies indicated that enhanced fertility, resulting in higher gas exchange and enzyme
activity, also slightly increased the heat of combustion in the analytical state and calorific value in the
working state, as well as decreased the ash content in plants proportionally to the applied fertilizer
doses. These properties are important when plants are produced for energetic purposes and show
that Jerusalem artichoke fertilized with the waste from a biogas plant is suitable for this use. In line
with the research of Kordas et al. [32], the results obtained state that increasing the dose of mineral
fertilization contributed to the increase in the heat value of plant combustion.

The additional stimulating impact on plant development of the biopreparations added to the
waste from the biogas plant in the combined treatments could be caused by humid acids and chitosan
polymers contained in Apol-humus and by-nutrients, and humid acids and iodine present in
Stymjod. The positive impact of humid acids on plant development has been described in the
literature [33]. The favorable impact of chitosan on the development and health of plants under
hydrothermal stress was revealed by Gornik et al. [34] in grapevines. The demonstrated stimulatory
influence of Stymjod, used with the waste studied, on Jerusalem artichoke plant development could
be an effect of macro- and microelements, humid acids, and above all of the presence of iodine [35,36].
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Jeznach [36] demonstrated the positive influence of iodine on the cyto-morphological changes in
cabbage and tomato, the enlarged diameter of phloem and xylem, and more frequent stomata
opening, which resulted in increased gas exchange in the leaves. The application of iodine to cabbage
enhanced its resistance to stress and the quantity of several elements in leaves [36]. According to
Smolen et al. [37], iodine application increased the content of phosphorus, potassium, and calcium
and decreased the accumulation of iron in stored carrot roots. The intensified physiological processes
found in vegetable crops under the influence of iodine could also occur in Jerusalem artichoke and
influence its biomass energy properties and sensitivity to growing conditions.

The research presented indicates that biogas plant waste use in Jerusalem artichoke crops under
different climate conditions subsequently not only allows a reduction in the doses of synthetic
fertilizers that contaminate the surroundings but can also solve the serious problem of utilization and
storage, which is expensive and dangerous for the environment [38,39]. Additionally, the use of this
waste as a plant fertilizer is safer than sewage sludge, which may often contain harmful compounds
that must be removed prior to its use in agriculture [40]. Research indicates that fertilization with the
waste from a biogas plant enables a high yield of energy and biomass to be obtained, which could be
used in its torrefaction, and may lead to a decrease in the recommended doses of artificial fertilizers,
thus limiting environmental pollution. The highest fertilization level of Jerusalem artichoke enables
a high quantity of fuels to be obtained as was found in sorghum, which can be a raw material for
producing 8455 Nm? of biogas ha™' and 200,000 MJ ha™ per year [10].

Regarding research results on the Jerusalem artichoke torrefaction process using a batch reactor,
the findings of the torrefaction process temperature are quite important when designing commercial
continuous reactors for the production of carbonized solid biofuels. These results indicate that, as is
well known in the production of carbonized solid biofuels, in order to obtain the best process
conditions of the torrefaction process and a reasonable price of the final product, it is important to
achieve a mass loss on a level of 30% and an energy loss (torgas) on a level of 10% in the thermo-
chemical conversion. Compared to research results on other energy crops and straw biomass,
Jerusalem artichoke’s temperature of 245 °C during torrefaction for carbonized solid biofuel
production under isothermal conditions is relatively low [41-49]. Research on the Jerusalem artichoke
has shown that the amount of ash after the torrefaction process is still at a relatively low level
compared to biomass not subjected to the torrefaction process (Jerusalem artichoke unprocessed as a
result of the torrefaction process has an ash content of <3%), and solid fossil fuels, such as Polish hard
coal, have an ash content of <15%. An SEM-EDS analysis of the ash composition of torrefied Jerusalem
artichoke after burning at 700 °C showed a very favorable composition of mineral substances that can
be reused as additives to organic fertilizers, a carrier of such elements as K (20.46%) and P (3.36%)
and C (22.51%).

An SEM-EDS analysis was performed on fly ash of Jerusalem artichoke sintered at 700 °C.

The method of growing Jerusalem artichoke presented in the experiments carried out is
ecological and improves the parameters of the torrefaction process. The Jerusalem artichoke
produced as a result of ecological fertilization is characterized by low cultivation costs and the heat
energy produced in this carbonized solid biofuel requires about 25% less expenditure than during
fertilization with chemical fertilizers.

4. Materials and Methods

4.1. Plants, Waste, and Biopreparations

The bulbs of Jerusalem artichoke used in the experiments were purchased from Chmiel
Ecological Farm (Poland). The non-centrifuged liquid waste was obtained from Gamawind Sp. z 0.0.,
Piaszczyna, Poland, a distillery integrated with the biogas plant, which produces alcohol and biogas
using corn grain as raw material. Apol-humus, the new generation soil improver, was purchased
from the manufacturer Poli-Farm Sp. z o.0., Poland, whereas Stymjod, a nano-organic-mineral
fertilizer, was supplied by the producer PHU Jeznach Sp. J., Poland.
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4.2. Ultimate Analysis

The ash content of the raw samples of Jerusalem artichoke was measured using an electrical
oven using the standard procedure. A main assumption was taken that no ash is lost during the
torrefaction stage. Therefore, an ash content value was calculated for each solid residue from the
overall mass yields. The C, H, N, and S contents were measured using a Perkin/Elmer Analyser and
the elemental analyses procedure was used. All three different samples of Jerusalem artichoke were
analyzed: Measurements were repeated in triplicate and the average value, which was corrected for
moisture content, is presented in Table 1.

4.3. Plant Treatments and Experimental Design

The research was performed in north Poland in a field where the temperature oscillates from 11
to 21 °C, precipitation is 655 mm, and moist air from the Baltic Sea is noted. The experiments were
carried out in podzolic soil, on 7 plots, which were fertilized in April with:

—Non-centrifuged waste from a corn grain biodigestion to methane process in dosages of 0, 10, 20,
30, and 40 m3 ha1;

—Non-centrifuged waste, 40 m? ha™ together with Apol-humus (10 L ha™); and

—Non-centrifuged waste, 40 m3 ha! together with Apol-humus (10 L ha') and Stymjod (5 L ha™).

All the experimental variants and elemental characteristic of wastes and biofertilisers are shown
in Figures 1-4 and Table 1 and Table 5. Waste and Apol-humus were mixed with the soil after their
application while Stymjod was applied twice to leaves in July at a two-week interval. Jerusalem
artichoke tubers were planted in the soil (enriched previously in April with waste and Apol-humus)
in the first 10 days of May, 10-15 cm deep, 50 cm apart in a row, and 70 cm between rows, as is
recommended. Non-fertilized plots/plants served as the control (Figure 12). The applied dosages of
waste, Apol-humus, and Stymjod were chosen on the basis of previous research performed in a
laboratory, container area, and field [19]. Jerusalem artichoke biomass was collected in November,
evaluated for fresh and dry biomass, then chopped in a chopper and torrefied.

Table 5. Content of elements in the non-centrifuged waste from corn grain biodigestion to methane,
Stymjod, and Apol-humus.

Assessed N P K Ca Mg Fe Mn Cu Zn B Dry mass

Material pH [mg L] [%]
Waste 76 2455 278 996 300 115 9.0 0324 0.175 0976 3.365 14
Stymjod 54 1230 6650 62722 945 11574 187 885 680 1470 573 -

Apol-humus 12 1521 158 202 468 70 140 595 087 240 0.92 -

(@) (b)

Figure 12. Jerusalem artichoke plants fertilized with various doses of biogas plant waste in
Piaszczyna, (north Poland). The plot on the left fertilized with the dose of 10 m*ha™, in the middle the
control (0 m® ha™ and on the right 40 m3 ha™. Photo was taken on June 15 (a) and 2 of July (b).

4.4. Fuel Characteristics
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4.4.1. Caloric Value

The caloric value was determined by using two methods. The first one was performed by using
a calorimetric bomb and the second one by calculating the CV based on the carbon, hydrogen, and
nitrogen content. One type of equation for CV calculation was used to find the value, called the partial
least squares regression (PLS) method (Equation (1)), and this gave a higher heating value (HHV) on
a dry basis. HHV was calculated using the formula:

HHV(PLS)=5.22C* -319C—1647H +38.6CH + 133N + 21028 (1)

where C = carbon, H=hydrogen, and N = nitrogen content expressed on a dry mass percentage basis.
All caloric values from numerical calculations are the medium values of the determined results and
are finally corrected by the dry ash content on a free basis.

The methodology of the experimental analysis of the Jerusalem artichoke torrefaction process
for carbonized solid biofuel production comprised several analytical techniques:
— Analysis of the TGA, DTA, TG-FTiR, and TG-MS torrefaction process and biomass co-firing;
—Elemental analysis of biomass torrefaction process products;
— Analysis of the gases formed as a result of torrefaction: FTiR analysis and MS analysis;
—Technical analysis of biomass torrefaction products; and
—SEM-EDS ash analysis of torrefied Jerusalem artichoke after combustion.

Experimental research on the torrefaction process of carbonized energy crops using a specially
designed biomass torrefaction installation with a batch reactor was performed in an inert atmosphere,
nitrogen (Figure 13).

BIOMASS TORREFACTION REACTOR ~ TORGAS: N, H:20, CHs, CO AND NITROGEN
REDUCER "
= = APRESSURE SENSOR
CHECK VALVE
e

” TEMPERATURE SENSOR /
9
( ( TEMPERATURE SENSOR
‘ - CONTROL UNIT

! % CONTROL CUTOUT _/
i TEMPERATURE SENSOR|  m TEMPERATURE RECORDER

ICONTROL FLOMETER

ﬁ APRESSURE SENSOR

CONTROL CUTOUT

-—" - ELECTRIC NITROGEN HEATER

NITROGEN CYLINDERS

Figure 13. Scheme: installation with a batch reactor for the Jerusalem artichoke torrefaction process
using nitrogen.

During biomass decomposition, three zones were distinguished on the weight loss curves of
wood during torrefaction using installation with batch reactor Figure 12. The first one corresponded
to the most reactive component, hemicellulose, whose decomposition started at 225 °C and finished
at 325 °C; the second one was cellulose, whose decomposition temperature rate is from 300 °C up to
375 °C; and the last one was lignin, which represents the widgets’ temperature rate of 250-500 °C.
The carbonization process of lignocellulosic biomass was described by weight loss kinetics by using
different experimental devices. Among those many devices were fluidized bed reactors,
thermogarvimetric analyzers, and tube furnaces. In the research presented, a method with a
thermogravimetric analyser (TGA) was chosen to determine the weight loss kinetics of energy crop
torrefaction. By using this kind of experimental method, we obtained dynamic conditions in which
the sample with biomass was placed at a specific heating rate, but it is important to know that
experimental heating rates are very often slower than those in real process equipment, such as
combustors, reactors, or gasifiers.

4.4.2. Ash Analysis of Torrefied Jerusalem Artichoke
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The samples were investigated by scanning electron microscopy (SEM) and energy-dispersive
X-ray spectroscopy (EDX) using an SEM FEI Quanta 200FEG microscope equipped with an EDX
Oxford X-Max spectrometer. Measurements by the EDX technique were performed in at least 10
different spots for a given sample, and then an average atom concentration and its standard deviation
were calculated for each of the identified elements. The electron energy of 20 keV was used in
investigations.

4.5. Assessments of Plant Physiological Activity and Growth

The effects of fertilization treatments were assessed by periodical height measurements of whole
plants during the vegetative season and evaluation of their biomass yield and energy value in the
autumn. Assessments of the physiological activity of plants (gas exchange, index of chlorophyll
content, enzyme activity) were carried out on fully developed leaves situated under the top of plants.
In each experimental variant, one leaf from each of 10 plants was taken for the evaluation of gas
exchange and enzyme activity. The material was collected in the third week of July in a temperature
range of 25-30 °C, in sunshine and air humidity of 50-60%.

The height of the plants was measured at monthly intervals throughout the growing season [17].
The weights of fresh green biomass, and dry (dried at 130 °C for 3 days) were assessed in November
on the basis of 5 plants taken from each experimental variant. The data presented were calculated for
one plant as an average for the treatment [17]. Assessments of gas exchange (net photosynthesis,
transpiration, stomatal conductance, and intercellular CO: concentration) were performed using a
TPS-2 -Portable Photosynthesis System (PP Systems, Amesbury, MA, USA) [17,20].

An index of the chlorophyll content in leaves was estimated using a SPAD-502 chlorophyll meter
(Konica Minolta, Osaka, Japan) [17]. The activities of acid (pH 6) (EC 3.1.3.2) and alkaline (pH 7.5)
(EC 3.1.3.1) phosphorylases (U g (FM) min™) in leaves and RNase (EC 3.1.27.5) (U g(FM) min™)
were studied using the methods demonstrated by Knypl and Kabzinska [50]. The activity of total
dehydrogenases (EC 1.1.1.-) was measured using the procedure presented by Gérnik and Grzesik
[20,51] with a spectrophotometer (UVmini-1240, Shimadzu, Japan) for formazan determination at a
wavelength of 480 nm.

4.6. Assessments of Biomass Energy Properties and Torrefied Materials

The energy crop samples were pre-prepared before the experiments, and the biomass was
separated from foreign bodies, cleaned from contamination, chopped, and ground so as to reach the
appropriate geometric dimensions. The plants were cut into sections of 2 to 4 cm, ground, and then
sieved on a special automatic screen and dried in an electric oven at 110 °C for 4 h. Then, the samples
were tightly closed and sent for technical and elemental analysis. The content of the elements carbon,
hydrogen, nitrogen, and sulphur were determined and the volatility, moisture content, ash,
combustion heat, and calorific values were determined (the same analysis was performed after the
torrefaction process). The weight of the samples was determined before and after the drying process
and the results were used to determine the moisture content. In each Jerusalem artichoke torrefaction
process experiment, the dried biomass was divided into three separate samples of 20 g and each of
them was evenly distributed on three horizontal screens of a reactor metal structure with different
perforations made of acid-proof steel. The nitrogen was heated up by using electrical heaters to the
set temperature (for this experimental research, temperatures between 220 °C and up to 280 °C were
measured and the torrefied products were analyzed according to the mass loss and caloric value
increase). Only selected samples were analyzed because, as a result of previous studies, a too high
weight loss of more than 35% results in a very high degree of carbonization and high energy loss
(above 10% of original energy content). The reverse is achieved with a mass loss below 25%, which
is too low, and the biomass, in the end, is not fully roasted (it is not fragile and still has a high degree
of moisture absorption and low calorific value).

4.7. Statistical Analysis
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The investigations presented were performed in the field for three years (in a series) in northern
Poland in three replicates for each experimental variant. The experimental plots and replicates, with
differently fertilized plants, were situated randomly. Because of the similar climate conditions and
growth in subsequent years, the data obtained were presented as means from the years and 10 plants
(measuring height, gas exchange, index of chlorophyll content, enzyme activity) or 5 plants (taking
weights of fresh green biomass) from each replicate. These were processed applying analysis of
variance (ANOVA ), by Statistica 12. The means of the chosen parameters were grouped employing
the Dunett’s test and the contrast between the control sample and the remaining samples was used
at the o = 0.05 significance level.

5. Conclusions

The research presented shows the prospects of increasing the energy efficiency of Jerusalem
artichoke crops by ecological use of the waste from corn grain biodigestion to methane, applied
separately or together with Apol-humus, a new generation soil improver, and Stymjod, a nano-
organic-mineral fertilizer, as an alternative to artificial fertilizers, which pollute the environment.

The research presented shows that the temperature at which we obtained a 30% weight loss and
a 10% energy loss as a result of the Jerusalem artichoke torrefaction process is 245 °C. The research
shows an increase in the calorific value as a result of the Jerusalem artichoke torrefaction process
from 15.82 to 22.12 MJ kg'. Research on the Jerusalem artichoke torrefaction process Figure 14 has
shown that the amount of ash after the torrefaction process in Jerusalem artichoke is still at a relatively
low level compared to biomass not subjected to the torrefaction process (Jerusalem artichoke
unprocessed as a result of the torrefaction process has an ash content of <3%) and solid fossil fuels,
such as Polish hard coal, has an ash content of <15%. An SEM-EDS analysis of the ash composition
after burning at 700 °C of torrefied Jerusalem artichoke showed a very favorable composition of
mineral substances that can be reused as additives to organic fertilizers, a carrier of such elements as:
K (20.46%) and P (3.36%) and C (22.51%).

An SEM-EDS analysis was performed on the fly ash of Jerusalem artichoke sintered at 700 °C
and leaching toxicity of heavy metals was analyzed by a horizontal vibration extraction procedure
(HVEP). It was found that the structure of fly ash is strengthened with an increase of the temperature,
which is conducive to the stabilization of heavy metals.

The method of growing Jerusalem artichoke presented in the experiments carried out is
ecological and improves the parameters of the torrefaction process. The Jerusalem artichoke
produced as a result of ecological fertilization is characterized by low cultivation costs and the heat
energy produced in this carbonized solid biofuel requires about 25% less expenditure than during
fertilization with chemical fertilizers.

The research also demonstrates that biomass obtained under the influence of such fertilization
can be used for energy purposes and, for example, can be converted to high energy density torrefied
solid biofuel. It was demonstrated that Jerusalem artichoke could be a promising high-yielding
energy crop. Its ecological fertilization with the waste from biogas plants (3040 m? ha), Apol-
humus, and Stymjod positively influenced gas exchange (net photosynthesis, transpiration, stomatal
conductance, and intercellular CO: concentration), the index of chlorophyll content, the activity of
the selected enzymes (acid and alkaline phosphorylase, RNase, and dehydrogenase), and energetic
parameters, which markedly affected the Jerusalem artichoke growth kinetics during the whole
vegetative season as well as the yield of fresh and dry biomass. The waste studied can be used as a
cost-effective and environmentally friendly biofertilizer, if it is applied in defined doses and in
agreement with the national legal regulations on the safe application of these components. The
research shows that a torrefaction process temperature of around 245 °C is one of the most optimal
temperatures for the production of carbonized solid biofuel from Jerusalem artichoke. Compared to
research results on other energy crops and straw biomass, an isothermal temperature of 245 °C during
torrefaction for carbonized solid biofuel of Jerusalem artichoke biomass fertilized with biogas plant
waste is relativlely low. In the near future, biomass plants will be a major source of biofuel production
and may inhibit the growth of oil prices [52].
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Figure 14. Scheme of the Jerusalem artichoke torrefaction process analytical method order: TGA,
DTA, TG-FTiR, TG-MS torrefaction process, and biomass combustion plus SEM-EDS ash analysis.
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