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Sposéb wytwarzania stymulatoréw wzrostu roslin rolniczych oraz kompozycja
je zawierajaca i zastosowanie tych stymulatoréw do poprawy wzrostu roslin

rolniczych we wczesnym etapie ich rozwoju

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania stymulatoréw wzrostu roslin
rolniczych, kompozycja je zawierajgca i zastosowanie tych stymulatorow do poprawy
wzrostu roslin rolniczych, zwtaszcza pszenicy i rzepaku we wczesnym etapie ich
rozwoju. Wynalazek dotyczy dziedziny rolnictwa oraz ochrony $rodowiska.

Gtébwnym wyzwaniem sektora rolnictwa, zwigzanym ze wzrostem
zapotrzebowania na zywnos$¢, jest zwiekszenie roslinnej produkcji rolnej opartej na
zasadach zréwnowazonego rozwoju, ochrony $rodowiska i gospodarki obiegu
zamknietego [1, 2]. Obecnie postepujace zmiany klimatu oraz stosowanie
niewtasciwych technik rolniczych w znacznym stopniu degradujg agrocenozy, a
szczegolnie gleby, przez co ograniczajg wydajnosc i jakos¢ plondw [3, 4]. Jednym z
najwazniejszych elementéw uprawy jest zapewnienie roslinom odpowiednich
warunkéw do wzrostu. Poczatkowy etap wzrostu roslin jest kluczowy, poniewaz sg
one wtedy najbardziej wrazliwe na niekorzystne dziatanie czynnikow biotycznych i
abiotycznych $rodowiska, m.in. takich czynnikdéw stresowych, jak niedobdr wody,
susza, okresowe zalewanie, wysokie, niskie temperatury i niedobor skfadnikéw
pokarmowych [5], ktorych wystepowanie jest coraz czestszym zjawiskiem na wielu
obszarach. W zwigzku z tym, ciggle poszukuje sie¢ nowych rozwigzan, ktére w
trudnych warunkach uprawy pozwolg zwiekszy¢ rentownos¢ produkcji. W odpowiedzi
na potrzeby zwigzane z zapewnieniem odpowiednich warunkéw do wzrostu roslin,
coraz czesciej, obok stosowania klasycznych nawozéw, stosowane sg stymulatory
wzrostu, ktére m.in. zwiekszajg odpornos¢ roslin na biotyczne i abiotyczne stresy
Srodowiskowe oraz poprawiajg stan fizjologiczny roslin niezaleznie od ilosci
dostarczanych im skiadnikéw pokarmowych [6]. Do stymulatoréw wzrostu roslin
zalicza sie wiec rozne zwigzki, substancje i produkty, ktére sg stosowane w celu
poprawy przebiegu procesow fizjologicznych roslin, a zatem poprawy ich wzrostu,
produktywnosci i w konsekwencji jakosci plonu. Wazng cechg stymulatoréw w mysl|

ich definicji jest uzycie niskich lub nawet ultra niskich stezen [7], co pozostaje ich
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gtdbwng zaletg w pordéwnaniu do nawozéw lub innych agrochemikaliow z punktu
widzenia $rodowiskowego i ekonomicznego. Stymulatory wzrostu mogg byc
odpowiedzialne m.in. za stymulacje i wzmocnienie systemu korzeniowego, regulacje i
zwiekszenie zdolnosci do zatrzymywania wody w komoérkach oraz wspomaganie
procesu fotosyntezy. Wazng zaletg stosowania stymulatoréw wzrostu jest ich
pozytywny wptyw na poprawe odpornosci naturalnej roslin, ktéra zwigzana jest m.in.
z gospodarkg fitohormonami. Fitohormony to hormony ro$linne, wytwarzane i
wystepujgce w bardzo niskich stezeniach w komérkach roslinnych, ktérych gtéwnym
zadaniem jest stymulowanie Ilub hamowanie wzrostu i rozwoju roslin na
poszczegdlnych etapach wegetacji. Ich stezenie zalezy od gatunku i odmiany, a
takze od fazy wzrostu danej rosliny. Poszczegdlne fitohormony wplywajg na wiele
réznorodnych procesdw zachodzacych w roslinie. Kwas abscysynowy (ABA) i kwas
indolilooctowy (IAA) sg odpowiedzialne za wzrost korzeni, kietkowanie nasion, rozwgj
pakow i lisci. Gtowna rolg fizjologiczng kwasu salicylowego (SA) i jasmonowego (JA)
jest udziat w odpowiedzi roslin na stresy biotyczne i abiotyczne.

Stymulatory wzrostu stosowane w rolnictwie sg to najczesciej preparaty na
bazie kwasow huminowych i fulwowych, hydrolizatow biatkowych, aminokwaséw i
innych zwigzkdw zawierajgcych azot, ekstraktdw z wodorostow, substancii
pochodzenia roslinnego, chitozanu i innych biopolimeréw, substancji
nieorganicznych, tzw. mikroelementow korzystnych lub syntetycznych fitohormondw
(auksyny, gibereliny) [8]. Odrebng grupe stymulatoréw wzrostu roslin stanowig
mikroorganizmy (bakterie promujgce wzrost roslin lub grzyby mikoryzowe), ktére
zaliczane sg rowniez do tzw. bionawozdw [9, 10].

Z opisu P.403285 znany jest stymulator wzrostu roslin, ktéry stanowi roztwér
mieszaniny bazowych substancji wystepujgcych naturalnie w roslinach, p-
nitrofenolanu potasu oraz o-nitrofenolanu potasu, gdzie do roztworu mieszaniny 4-
nitrofenolanu potasu i 2-nitrofenolanu potasu dodano 5-nitrogwajakolan potasu, tj. 2-
metoxy-5-nitrofenolan potasu.

Z opisu Pat.232329 znany jest sposdb wytwarzania stymulatora wzrostu roslin
z substancji naturalnych zawierajgcych keratyne, poddanych obrdbce wstepne;.
Obrdébka polega na usunieciu z nich zanieczyszczen i ttuszczy, rozdrobnieniu do
$redniej wielkosci czgstek 0,1 - 5 mm, kondycjonowaniu parg wodng i/lub wodg i/lub
stabymi kwasami i/lub stabymi zasadami, a nastepnie poddaniu uzyskanego wktadu

surowcowego hydrolizie chemiczne;.
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Z opisu Pat.244224 znany jest sposob wytwarzania nawozu o wtasciwosciach
stymulatora wzrostu roslin, zawierajgcego prekursory chlorofilu i aminokwasy, oparty
na hydrolizatach kwasnych i/lub alkalicznych krwi pochodzacej od zwierzat
gospodarskich takich jak bydto, trzoda chlewna i dréb.

Z opisu EP2194032 znany jest produkt do nawozenia biologicznego
sktadajgcy sie z granulowanej formulacji zawierajgcej dwa szczepy bakterii z rodzaju
Azospirillum i Pantoea, ze zdolnos$cig do wigzania azotu atmosferycznego, do
rozpuszczania fosforandw, jak réwniez innych mineralnych sktadnikéw odzywczych
dla gleby i do wytwarzania duzych iloéci substancji stymulujgcych wzrost roslin.

Odpady poprocesowe powstate w wyniku wytwarzania
polihydroksyalkanianéw (PHA), ktore stanowig wazng grupe tzw. bioplastikdw
bedacych prosrodowiskowg alternatywa dla syntetycznych tworzyw sztucznych [11],
to materia organiczna (komorki bakterii pozostate po ekstrakcji PHA) i zwigzki
nieorganiczne (niewykorzystane w procesie sktadniki medium hodowlanego). W
literaturze niewiele jest jednak informacji na temat efektywnego wykorzystania tych
potencjalnie cennych odpaddw poprocesowych, co wpisywatoby sie w strategiczne
zatozenia gospodarki 0 obiegu zamknietym [12, 13]. Szeroko stosowane nawozenie
mineralne roslin bardzo czesto prowadzi do uzyskania negatywnych skutkéw
Srodowiskowych [14]. Globalna produkcja bioplastikéw, w tym PHA, stale sie
zwieksza, dlatego tez konieczne jest opracowanie efektywnych sposobdw
zagospodarowania odpadow poprocesowych, co moze istotnie zwiekszy¢
optacalno$¢ produkcji ocenianej obecnie, jako stosunkowo droga [11].

Celem wynalazku jest zagospodarowanie odpaddw poprocesowych produkcji
PHA i dostarczenie nowych stymulatoréw wzrostu waznych gospodarczo roslin
rolniczych tj. pszenicy i rzepaku na wczesnym etapie ich wzrostu i rozwoju.

Nieoczekiwanie cel wynalazku zostat osiggniety, a wszystkie wyzej wskazane
problemy techniczne zostaty rozwigzane dzieki niniejszemu wynalazkowi.
Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania kompozycji stymulatoréw wzrostu
roslin rolniczych z biomasy powstatej w procesie fermentacji bakteryjnej podczas
produkcji polihydroksyalkanianow (PHA) obejmujacy etapy:

(a) biomase bakteryjng poddaje sie liofilizacji
(b) prowadzi sie ekstrakcje biopolimeréw PHA 2z komoérek bakteryjnych
rozpuszczalnikiem organicznym,

(c) biomase bakteryjne po ekstrakcji PHA poddaje sie hydrolizie chemicznie;.
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Korzystnie, rosliny rolniczych wybrane sg z grupy obejmujacej pszenice i

rzepak.

Korzystnie, biopolimery PHA produkuje sie w procesie fermentacji bakteryjnej

z glicerolu lub kwasow ttuszczowych.

Korzystnie, biomase wytwarza sie w produkgcji biopolimerow PHA przy uzyciu

szczepu Zobellella denitrificans lub Pseudomonas putida.

Korzystnie, szczep wybrany jest z grupy obejmujgcej Zobellella denitrificans
ZD1 lub Pseudomonas putida CA-3.

Korzystnie, rozpuszczalnik organiczny w pkt. b) stanowi chloroform lub octan
etylenu.

Korzystnie, stosunek biomasy do rozpuszczalnika wynosi 1g na 10 ml.

Korzystnie, hydrolize chemiczng suchej biomasy w pkt ¢) stanowi hydroliza
kwasowa obejmujgca poddanie biomasy dziataniu kwasu nieorganicznego,
zwlaszcza H2SO0a4.

Korzystnie, hydrolizaty otrzymane w pkt. ¢) rozciencza sie do stezenia
pozwalajgcego unikng¢ stresu osmotycznego w roslinie, korzystnie w stosunku 1:200
hydrolizat : woda wodociggowa.

Drugim przedmiotem wynalazku jest kompozycja do stymulacji wzrostu roslin
rolniczych zawierajgca stymulatory wzrostu roslin otrzymane sposobem jak okreslono

powyzej.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kompozycji stymulatorow
wzrostu roslin otrzymanych sposobem okreslonym powyzej do stymulacji wzrostu

roslin rolniczych, zwlaszcza pszenicy i rzepaku.

W celu wytworzenia kompozycji stymulatoréw wzrostu pszenicy i rzepaku
wykorzystano zliofilizowang biomase po ekstrakcji biopolimeréw PHA ze szczepdw

bakteryjnych Zobellella denitrificans i Pseudomonas putida.
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Do wytworzenia biomasy bakteryjnej wykorzystano znane szczepy: Pseudomonas
putida CA-3 zdeponowany pod numerem NCIMB 41162 (https://www.ncimb.com),
oraz szczep Zobellella denitrificans ZD1 zdeponowany pod numerem DSM 19707
(https://lwww.dsmz.de/).

Wykorzystana biomasa sktada sie z pozostatosci zliofilizowanych komérek
bakteryjnych po wyptukaniu z nich biopolimeru PHA odpowiednim rozpuszczalnikiem
organicznym. Polihydroksyalkaniany (PHA) wybrane sg z grupy obejmujacej m.in.
poli(3-hydroksypropionian) (PHP Iub P3HP), poli(3-hydroksymaslan) (PHB Ilub
P3HB), poli(4-hydroksymaslan) (P4HB), poli(3-hydroksywalerianian) (PHV lub
P3HV), poli(4-hydroksywalerianian) (P4HV), poli(5-hydroksywalerianian) (P5HV),
poli(3-hydroksyheksanian) (PHHx lub P3HHXx), poli(3-hydroksyoktanian) (PHO Ilub
P3HO), poli( 3-hydroksydekanian) (PHD lub P3HD), poli(3-hydroksyundekanian)
(PHU, P3HU) lub inne nasycone lub nienasycone PHA o krétkim lub $rednim
tancuchu; lub kwas polimlekowy (PLA); lub ich kopolimery lub dowolne ich

kombinacje.

Przyktad 1. Sposéb wytwarzania stymulatorow wzrostu pszenicy i rzepaku

Uzyskanie biomasy bakteryinej ze szczepu Zobellella denitrificans

Polimer (1), czyli poli(3-hydroksybutyran) (P(3HB)), zostat wytworzony poprzez
fermentacje bakteryjng z glicerolu pozyskanego z hydrolizy oleju rzepakowego w
temperaturze 42°C przy uzyciu szczepu bakterii Zobellella denitrificans ZD1
zdeponowany pod numerem DSM 19707 (https://www.dsmz.de/).

Procesy fermentacji bakteryjnej prowadzono w fermentorach o objetosci 5 | (Biostat
B, Sartorius—Stedim, Gottingen, Niemcy). Poczagtkowa objeto$¢ mieszaniny
fermentacyjnej wynosita 3 |. Proces fermentacji prowadzono w temperaturze 42°C.
Wartos¢ pH hodowli byta automatycznie dostosowywana do poziomu 6,901
poprzez dodatek odpowiednio zasady (20% (v/v) roztworu amoniaku) bgadz kwasu
(15% (v/v) roztwor kwasu siarkowego VI). W trakcie procesu fermentacji, do
mieszaniny fermentacyjnej podawano powietrze z predkoscig 5 ml min~'. Predko$¢

poczatkowa procesu fermentacji ustawiono na poziomie 500 rpm. Proces fermentacii
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zaprogramowano w sposob kontrolujgcy stezenie rozpuszczonego tlenu na poziomie
20%. W zwigzku z powyzszym zarowno napowietrzanie, jak i predkos¢ obrotowg
dostosowywano, aby utrzymaé warto$¢ rozpuszczonego tlenu na Scisle
ustanowionym poziomie. Fermentor posiadat czujnik piany, ktory umozliwiat
automatyczne podawanie $rodka przeciw pianotworczego (glikol polipropylenowy
2000 (PEG 2000)). Po zakonhczeniu procesu brzeczke odwirowano przy predkosci
obrotowej 4500 rpm przez 1 godzine (Hettich RotaSilenta 630 RS — 6x 11). Uzyskany
bakteryjny pelet najpierw byt mrozony poprzez umieszczenie go w zamrazarce

laboratoryjnej (- 20°C).

Liofilizacja biomasy bakteryjnej

W nastepnym kroku pelet mrozono ciektym azotem i poddawano procesowi suszenia
sublimacyjnego (Labconco, MO, USA). Etap ten prowadzono do momentu

catkowitego wysuszenia biomasy bakteryjnej.

Ekstrakcja biomasy rozpuszczalnikiem organicznym

Zbitg, wysuszong biomase kruszono, nastepnie zawieszano w rozpuszczalniku
organicznym (chloroformie), przy zachowaniu stosunku 1 g biomasy na 10 ml
rozpuszczalnika organicznego. Naczynie zawierajgce przygotowang suspensje
umieszczano na wytrzgsarce laboratoryjnej (150 rpm, New Brunswick Excella E24R,
Eppendorf, Niemcy). Biomase inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 dni.
Nastepnie, mieszanine pozostawiono w celu zdekantowania pozostato$ci komorek
bakteryjnych, nadsacz filtrowano przez jakosciowy filtr papierowy (rozmiar poréw:
35-45 um, typ 417, Avantor, Gliwice, Polska). Pozostatosci bakteryjnych komorek
(zwane tu biomasg) suszono w piecu (Binder FED400, Binder GmbH, Tuttlingen,
Niemcy) w temperaturze 60°C przez 3 dni. W taki sposéb otrzymywano biomase

bakteryjna.

Hydroliza chemiczna biomasy

Chemiczna hydroliza kwasowa suchej biomasy poekstrakcyjnej biopolimeru zostata

przeprowadzona w nastepujgcych warunkach: suchg probke biomasy w ilosci 120 g
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zdyspergowano w 1,5 L 10% H2S04 (Chempur, Piekary Slaskie, Polska) i ogrzewano
w kolbie szklanej o pojemnosci 2 L zaopatrzonej w mieszadto mechaniczne w
temperaturze 90°C przez 24 h. Po tym czasie roztwdr przeniesiono do zlewki o
pojemnosci 5 L i zobojetniono przez dodanie 0,3 L wodnego roztworu zawierajgcego
102 g KOH (Chempur, Piekary Slaskie, Polska). Nastepnie ciecz przefiltrowano na
lejku ze spiekiem i rozcienczono przez dodanie 0,2 L wody destylowanej. Otrzymano

ciecz o pH 6,1 oraz przewodnictwie elektrycznym 84 mS-cm-.

Uzyskanie biomasy bakteryjnej ze szczepu Pseudomonas putida

Polimer (2), czyli polimer amorficzny (aPHA) o srednigj diugosci tancucha, zostat
wytworzony przez fermentacje bakteryjng z kwaséw ttuszczowych pochodzacych z
oleju rzepakowego w temperaturze 30°C przy uzyciu szczepu bakterii Pseudomonas
putida CA-3 zdeponowany pod numerem NCIMB 41162 (https://www.ncimb.com).

Procesy fermentacji bakteryjnej prowadzono w fermentorach o objetosci 5 | (Biostat
B, Sartorius-Stedim, Gottingen, Niemcy). Poczagtkowa objeto$¢ mieszaniny
fermentacyjnej wynosita 3 |. Proces fermentacji prowadzono w temperaturze 30°C.
Wartos¢ pH hodowli byta automatycznie dostosowywana do poziomu 6,901
poprzez dodatek odpowiednio zasady (20% (v/v) roztworu amoniaku) bgadz kwasu
(15% (v/v) roztwor kwasu siarkowego VI). W trakcie procesu fermentacji, do
mieszaniny fermentacyjnej podawano powietrze z predkoscig 5 ml min~'. Predkos$¢
poczatkowa procesu fermentacji ustawiono na poziomie 500 rpm. Proces fermentacii
zaprogramowano w sposob kontrolujgcy stezenie rozpuszczonego tlenu na poziomie
20%. W zwigzku z powyzszym zarowno napowietrzanie, jak i predkos¢ obrotowg
dostosowywano, aby utrzymaé warto$¢ rozpuszczonego tlenu na Scisle
ustanowionym poziomie. Fermentor posiadat czujnik piany, ktory umozliwiat
automatyczne podawanie $rodka przeciw pianotworczego (glikol polipropylenowy
2000 (PEG 2000)). Po zakonhczeniu procesu brzeczke odwirowano przy predkosci
obrotowej 4500 rpm przez 1 godzine (Hettich RotaSilenta 630 RS — 6x 11). Uzyskany
bakteryjny pelet najpierw byt mrozony poprzez umieszczenie go w zamrazarce

laboratoryjnej (—20°C).

Liofilizacja biomasy
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W nastepnym kroku pelet mrozono ciektym azotem i poddawano procesowi suszenia
sublimacyjnego (Labconco, MO, USA). Etap ten prowadzono do momentu

catkowitego wysuszenia biomasy bakteryjnej.

Ekstrakcja biomasy rozpuszczalnikiem organicznym

Zbitg, wysuszong biomase kruszono, nastepnie zawieszano w rozpuszczalniku
organicznym (octanie etylu), przy zachowaniu stosunku 1 g biomasy na 10 ml
rozpuszczalnika organicznego. Naczynie zawierajgce przygotowang suspensje
umieszczano na wytrzgsarce laboratoryjnej (150 rpm, New Brunswick Excella E24R,
Eppendorf, Niemcy). Biomase inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 dni.
Nastepnie, mieszanine pozostawiono w celu zdekantowania pozostato$ci komorek
bakteryjnych, nadsacz filtrowano przez jakosciowy filtr papierowy (rozmiar poréw:
35-45 um, typ 417, Avantor, Gliwice, Polska). Pozostatosci bakteryjnych komorek
(zwane tu biomasg) suszono w piecu (Binder FED400, Binder GmbH, Tuttlingen,
Niemcy) w temperaturze 60°C przez 3 dni. W taki sposéb otrzymywano biomase

bakteryjna.

Hydroliza chemiczna biomasy

Chemiczna hydroliza kwasowa suchej biomasy poekstrakcyjnej biopolimeru zostata
przeprowadzona w nastepujgcych warunkach: suchg probke biomasy w ilosci 120 g
zdyspergowano w 1,5 L 10% H2S04 (Chempur, Piekary Slaskie, Polska) i ogrzewano
w kolbie szklanej o pojemnosci 2 L zaopatrzonej w mieszadto mechaniczne w
temperaturze 90°C przez 24 h. Po tym czasie roztwdr przeniesiono do zlewki o
pojemnosci 5 L i zobojetniono przez dodanie 0,3 L wodnego roztworu zawierajgcego
102 g KOH (Chempur, Piekary Slaskie, Polska). Nastepnie ciecz przefiltrowano na
lejku ze spiekiem i rozcienczono przez dodanie 0,2 L wody destylowanej. Otrzymano

ciecz o pH 6,5 oraz przewodnictwie elektrycznym 87 mS-cm-'.

Ocena hydralizatéw z suchej biomasy poekstrakcyjnej obu biopolimeréw
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Wytworzone hydrolizaty oceniono w zakresie: zawarto$¢ suchej masy, zawartos¢
wegla organicznego, siarki ogolnej i skladu pierwiastkowego. ZawartoS¢ wegla
organicznego i siarki ogdlnej oceniono metodg analizy elementarnej w analizatorze
Vario Max Cube firmy Elementar. Przed analiza sktadu pierwiastkowego prébki obu
hydrolizatbw poddano mineralizacji na mokro w systemie zamknietym
wykorzystujgcym energie mikrofalowa. Do mineralizacji uzyto stezonego roztworu
HNO: (Chempur, Piekary Slaskie, Polska) oraz H202 (Chempur, Piekary Slaskie,
Polska) w stosunku 1:5 v/v. Zawartos¢ pierwiastkdw oznaczano metodg spektrometrii
Waltham,
Massachusetts, USA). Parametry wykorzystywanych w analizie metod przedstawia

Tabela 1.

emisji atomowej w aparacie Optima 6700 (PerkinElmer Inc.,

Wariant 1 — zawierat biomase po ekstrakcji PHA ze szczepu bakteryjnego Zobellella
denitrificans (ZD1),
Wariant 2 — zawierat biomase po ekstrakcji PHA ze szczepu bakteryjnego

Pseudomonas putida (CA-3).

Tab. 1. Parametry wykorzystywanych w analizach metod spektrometrii emisji
atomowej do oceny skfadu pierwiastkowego hydrolizatow.
Zawartos¢
Zawartos¢
pierwiastka
Dlugosé¢ Limit pierwiastka ] Wspdtczynnik
zmierzona
Pierwiastek fali detekcji | w materiale ] odzysku
w materiale
odniesienia
odniesienia
[nm] [mg-dm?] | [mg-kg”] [mg-kg'] [%]
Mg 285,208 0,0016 1360 1414 .4 104
P 213,617 0,0760 2300 2231 97
Ca 317,933 0,0100 21600 22896 106
Na 589,592 0,0690 500 485 97
K 766,490 - 21000 19740 94
Cd 228,802 0,0027 0,03 0,0315 105
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Cr 267,707 0,0071 6,5 6,76 104
Cu 327,393 0,0097 9,4 10,058 107
Fe 238,204 0,0046 185 179,45 97
Mn 257,608 0,0014 47 46,53 99
Ni 231,604 0,0150 4 3,84 96
Pb 220,353 0,0420 1,6 1,696 106
Zn 206,200 0,0059 24 23,52 98
S - 0,0250 25695 27023 105,68

Na podstawie przeprowadzonych analiz ustalono sktad wytworzonych hydrolizatow,
co przedstawiono w Tabeli 2.

Tab. 2. Sktad chemiczny hydrolizatow wykorzystanych w badaniach.

Hydrolizat
Parametr Jednostka
wariant 1 wariant 2
Sucha masa 12,80 12,80 %
Wegiel
69 26,00 23,00 %
organiczny

Potas 61,40 60,74

Fosfor 2,54 4.20

Séd 5,36 2,98

g-kg™" suchej masy

Wapn 0,31 0,31
Magnez 0,55 0,85

Siarka 82,82 83,59

Zelazo 14,50 30,75

Miedz 2,07 2,20

mg-kg' suchej
Cynk 8,95 62,66
masy

Chrom 0,26 0,35

Otow 0,71 0,68
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Nikiel 0,70 0,68
Kadm 0,01 0,03
Mangan 1,23 1,83

Przyklad 2. Badania efektywnosci wzrostu pszenicy i rzepaku

Badania eksperymentalne dotyczgce poczatkowego wzrostu pszenicy i rzepaku
wykonywano stosujgc mikrobiotest PHYTOTOXKIT (MicroBioTests Inc., Gent,
Belgium) tj. komercyjny zestaw zaprojektowany w celu testowania kietkowania nasion
i wczesnego wzrostu roslin dla okreslenia ,bezposredniego” (wewnetrznego)
oddziatywania zwigzkdw chemicznych w postaci ptynnej na rosliny.

Analiza zasolenia hydrolizatow zostata przeprowadzona metoda konduktometryczna,
gdzie przewodnos$¢ elektrolityczna dla wariantu 1 wynosita - 84 mS-cm-, za$ dla
wariantu 2 wynosita - 87 mS-cm™'. Poniewaz zasolenie cieczy wykorzystanej do
traktowania ro$lin nie powinno przekracza¢ 2 mS-cm”', bo powoduje to stres
osmotyczny prowadzacy do obnizenia turgoru komoérek i naruszenia rownowagi
jonowej w roslinie wykonano rozcienczenia hydrolizatéw w proporcji objetosciowe;
1:200 (hydrolizat wariant 1 / wariant 2 : woda wodociggowa, v:v). Wykonana analiza
rozcienczonych hydrolizatéw wykazata przewodnos¢ elektrolityczng dla wariantu 1 —
0,77 mS-cm™', za$ dla wariantu 2 — 0,81 mS-cm-'. Kontrole stanowita préba roslin
traktowanych w PHYTOTOXKIT wodg wodociggowa. W badaniu zastosowano 10
ptytek PHYTOTOXKIT dla kazdego traktowania (rozcienczony hydrolizat 1 /
rozcienczony hydrolizat 2 / kontrola).

Rosliny po traktowaniu rozcienczonymi hydrolizatami odpadu poprodukcyjnego
(wariant 1 i wariant 2) w mikrobiotescie PHYTOTOXKIT, jak i kontrolne przesadzono
do doniczek wypetnionych glebg uniwersalng z dodatkiem perlitu (3:1, v.v). Doniczki
umieszczono w fitotronie zapewniajgc optymalne warunki wzrostu dla roslin
(wilgotnos¢ 60%, temperatura 20°C, natezenie $wiatta 200 umol m~2 s~ ' gestosci
strumienia fotosyntetycznego fotondéw generowane przez lapy sodowe AGRO Philips,
fotoperiod 12 h swiatto / 12 h ciemnos¢).

W fazie lisci wiasciwych dokonano pomiarédw wydajnosci fotosystemu Il (PSII)
stosujac nieinwazyjng metode pomiaru aktywnos$ci w roslinach fluorymetrem

(Hansatech Instruments Ltd., Pentney, Wielka Brytania). Pomiary wydajnosci PSII
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wykonywano po 20 minutowej adaptacji do ciemnosci. Na podstawie danych
pomiarowych obliczono parametry podstawowe PSIl wymienione w Tabeli 3.

Uzyskane dane pomiarowe oraz obliczone wyniki parametrow PSII dla traktowan i
kontroli przedstawiono w Tabeli 3. Tabela 3 prezentuje wyniki badan wzrostu roslin w
mikrobiotescie PHYTOTOXKIT i parametry wydajnosci fotosystemu Il (PSlII) pszenicy
I rzepaku traktowanych hydrolizatami odpadu poprodukcyjnego PHA (wariant 1 i
wariant 2) oraz kontroli. Wartosci przedstawione w tabeli sg warto$ciami $rednimi z
10 niezaleznych powtérzenn. Odchylenie standardowe miedzy prébkami nie
przekraczato 25%, gdzie Fv/Fm oznacza maksymalng wydajnos¢ kwantowg PSII,
AREA oznacza catkowitg iloSC akceptorow elektronéw z PSII, P.l. oznacza ogdiny
indeks sprawnosci PSII, ABS/CS oznacza catkowitg absorpcje energii przez fragment
liscia, TRo/CS oznacza przeptyw energii pomiedzy centrum reakcji fotosyntetycznej
PSIl a akceptorem, ETo/CS oznacza przeptyw energii przez akceptor, DIo/CS
oznacza ilo$¢ energii wzbudzenia rozpraszanej przez fragment liscia, RC/CSo
oznacza zageszczenie aktywnych centrow reakcji PSIl w czasie, gdy mierzona jest
minimalna wydajnos¢ fluorescencji, RC/CSm oznacza zageszczenie aktywnych

centrow reakcji PSIl w czasie, gdy fluorescencja osigga warto$¢ maksymalng [15].
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Biometria roslin

Parametry PSIl ocenione podczas wzrostu w doswiadczeniu doniczkowym

PHYTOTOXKIT
diugos¢
Traktowanie | diugos¢ .
czesci
korzeni ¢ Fv/IFm | Area P.l. | ABS/CS | TRo/CS | ETo/CS | DIo/CS | RC/CSo | RC/CSm
nadziemnych
[mm]
[mm]
Pszenica
Kontrola 58,39 19,86 0,81 14333 | 2,29 | 186,33 | 152,91 83,53 | 33,42 83,53 465,75
Wariant 1 66,97 24 .81 0,82 | 15257 | 2,76 | 198,83 | 161,50 | 86,89 | 37,43 90,42 480,99
Wariant 2 60,27 20,47 0,82 | 19040 | 2,48 | 202,20 | 165,41 92,55 | 36,79 97,11 533,83
Rzepak
Kontrola 66,49 26,48 0,83 | 12400 | 2,09 | 182,07 | 152,27 | 66,61 29,80 93,38 572,12
Wariant 1 68,15 28,36 0,84 | 14680 | 2,54 | 186,13 | 156,16 | 74,95 | 28,97 95,80 596,39
Wariant 2 70,55 29,34 0,84 | 14507 | 2,17 | 194,07 | 162,17 | 73,30 | 31,89 99,13 603,47
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Zastosowane w badaniu hydrolizaty odpadow wptywajg na poprawe wzrostu korzeni i
czesci nadziemnych pszenicy i rzepaku w poréwnaniu do kontroli w warunkach
mikrobiotestu PHYTOTOXKIT. Poziom stymulacji wzrostu byt zalezny od
zastosowanej rosliny testowej tj. pszenicy albo rzepaku oraz zastosowanego
hydrolizatu tj. wariant 1 albo wariant 2. Najlepszg stymulacje wzrostu uzyskano w
przypadku pszenicy traktowanej rozcienczonym hydrolizatem wariant 2 i byto to 14%
dla korzenia i 25% dla czes$ci nadziemnych w poréwnaniu do préby kontrolne;.
Stymulacja dla pozostatych obiektow mieScita sie w zakresie 25 — 11% w
poréwnaniu do kontroli.

Zastosowane w badaniu hydrolizaty w wariancie 1 i wariancie 2 nie wptywaja na
obnizenie maksymalnej wydajnosci kwantowej PSII (parametr Fv/Fm) okre$lanej tez
czesto, jako potencjalna w warunkach optymalnych wydajnosé kwantowa PSII, co
$wiadczy o tym, ze zastosowane hydrolizaty nie stanowig czynnikdw stresowych dla
badanych roslin.

Pszenica i rzepak traktowane hydrolizatami w wariancie 1 i wariancie 2 wykazaty
wyzsze parametry AREA i P.l. w porédwnaniu do kontroli, co Swiadczy o lepszym
funkcjonowaniu fazy ciemnej fotosyntezy.

Zastosowane w badaniu hydrolizaty w wariancie 1 i wariancie 2 istotnie wptywajg na
poprawe parametrow P.l., RC/CSo i RC/CSm w porownaniu do kontroli, co $wiadczy
0 wiekszym zageszczeniu aktywnych centréw reakcji PSII i lepszej ich witalnosci tj.
wyzszej sprawnos$ci aparatu fotosyntetycznego w porownaniu do roslin kontrolnych.
Jedynym parametrem PSIl, dla ktérego wykazano nieznaczne ograniczenie w
poréwnaniu do kontroli byta ilo$¢ energii wzbudzenia rozpraszanej przez fragment
liscia (Dlo/CS) w przypadku rzepaku traktowanego hydrolizatem w wariancie 1, przy
czym wszystkie pozostate parametry byty istotnie wyzsze, w tym ogdiny indeks
sprawnosci PSIl (P.1.), co nalezy traktowal nie jako przejaw uszkodzen PSII, lecz

mozliwg zmiane adaptacyjna.

Przyklad 3. Badania wzrostu stezania fitohormonow

Fitohormony takie jak kwas indolilooctowy (IAA), kwas abscysynowy (ABA), kwas
salicylowy (SA) oraz kwas jasmonowy (JA) sg odpowiedzialne za prawidtowy wzrost i
odpornosé roslin.

Po zakonczeniu wzrostu w przeprowadzonym doswiadczeniu w doniczkach, z roslin

pobrano fragmenty korzeni i cze$ci nadziemnych roslin traktowanych rozcienczonymi
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hydrolizatami w wariancie 1 i wariancie 2 oraz kontrolnych (rosliny nietraktowane
hydrolizatem), ktore podlegaty gtebokiemu mrozeniu w azocie, a nastepnie dokonano
oceny zawartosci fitohormondw.

Prébki roslinne o znanej masie po zamrozeniu w cieklym azocie poddano liofilizaciji.
IAA, ABA, SA oraz JA oznaczono w korzeniach i czesciach nadziemnych rzepaku i
pszenicy wedlug metodyki opisanej przez Grzyb i in. [16]. Zgodnie z metodyka,
zliofilizowane probki homogenizowano w mieszaninie metanolu, wody i kwasu
mréwkowego w stosunku objetosciowym 15:4:1. Do mieszaniny dodano
deuterowanego standardu wewnetrznego (Phytohormone standards, Olchemim,
Czechy) zawierajacego badane fitohormony (jego dodatek pozwala na skorygowanie
strat analitdbw podczas procedury przygotowywania probek do analizy oraz na
uniezaleznienie otrzymywanych wynikdw od wahan ilosci dozowanej probki), po
czym prébki poddano oczyszczaniu na kolumienkach SPE (Bond Elut Plexa PCX, 30
mg, 1 mm, Agilent, Santa Clara, CA, USA), gdzie faza ruchoma zawierata 0,1%
roztwdr kwasu mrowkowego (rozpuszczalnik A) i mieszanine acetonitryl:metanol w
stosunku objetosciowym 1:1 (rozpuszczalnik B). Prébki analizowano za pomocag
systemu UHPLC Agilent 1260 potaczonego ze spektrometrem masowym 6420 ESI
Tandem z kolumng Supelco Ascentis RP-Amide (7,5 cm x4,6 mm, 2,7 um) (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornia, Stany Zjednoczone). Zawarto$¢ badanych
fitohormondw w pszenicy i rzepaku przedstawiono w Tab. 4 (korzenie) i Tab. 5

(czesci nadziemne).

Tab. 4. Stezenie fitohormondéw w korzeniach pszenicy i rzepaku (ng-g’' $wieze;
masy). Srednia z trzech niezaleznych powtérzen. Odchylenie standardowe miedzy

prébkami nie przekraczato 25%.

Kwas Kwas Kwas Kwas

Traktowanie | indolilooctowy | abscysynowy salicylowy jasmonowy

(IAA) (ABA) (SA) (JA)
Pszenica
Kontrola 249,84 16,71 219,45 116,54
Wariant 1 277,33 15,65 130,19 28,30

Wariant 2 282,05 12,68 106,88 49,84




PK/10051/AR 16

Rzepak

Kontrola 435,34 665,98 3280,54 396,97
Wariant 1 530,23 400,07 3297,83 241,28
Wariant 2 514,18 200,41 2452,06 149,37

Tab. 5. Stezenie fitohormonéw w czeséciach nadziemnych pszenicy i rzepaku (ng-g”’

Swiezej masy).

Wartos¢ przedstawiona w tabeli

stanowi

$rednig z trzech

niezaleznych powtérzen. Odchylenie standardowe miedzy probkami nie przekraczato

25%.
Kwas Kwas Kwas Kwas
Traktowanie indolilooctowy | abscysynowy | salicylowy | jasmonowy
(IAA) (ABA) (SA) (JA)
Pszenica
Kontrola 96,62 62,26 385,25 72,84
Wariant 1 127,06 38,73 374,30 39,04
Wariant 2 131,55 43,32 241,39 36,67
Rzepak
Kontrola 140,41 94,93 535,13 25,01
Wariant 1 175,06 38,66 430,70 24,31
Wariant 2 164,03 44,25 458,86 22,51

Stezenie IAA w korzeniach pszenicy zwiekszyto sie o okoto 11 % dla wariantu 1 i
okoto 13 % dla wariantu 2, natomiast w korzeniach rzepaku zaobserwowano
zwiekszenie stezenia IAA o okoto 22 % | 18 % dla wariantu 1 i 2 odpowiednio. W
czesciach nadziemnych wzrost stezenia IAA dla pszenicy wyniosto okoto 36 % i 32 %
oraz dla rzepaku okoto 17 % i 25 % dla wariantu 1 i 2 odpowiednio. Zwiekszenie
stezenia IAA w korzeniach i czes$ciach nadziemnych badanych roslin w poréwnaniu
do kontroli moze $wiadczy¢ o stymulacji kietkowania nasion i wzrostu siewek po

zastosowaniu hydrolizatow.
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ABA, SA i JA to najbardziej znane elicytory, odpowiedzialne za odpowiedz stresowg
roslin. W przeprowadzonym dos$wiadczeniu zaobserwowano spadek ich stezenia w
korzeniach i1 czesciach nadziemnych badanych roslin po zastosowaniu obu
hydrolizatéw, co $wiadczy o braku ich negatywnego wptywu na kietkowanie i wzrost
siewek . W Kkorzeniach pszenicy dla wariantu 1 zaobserwowano zmnigjszenie
stezenia ABA, SA i JA o okolo 6 %, 41 % i 76 %, natomiast dla wariantu 2
zmniejszenie ich stezenia odpowiednio 0 24 %, 51 % i 57 %. W czesciach
nadziemnych pszenicy dla wariantu 1 zaobserwowano zmniejszenie stezenia ABA,
SA i JA o okoto 38 %, 3 % i 46 %, natomiast dla wariantu 2 zmnigjszenie ich stezenia
odpowiednio 0 30 %, 37 % i 50 %.

W korzeniach rzepaku stezenie ABA, SA i JA zmniejszyto sie okoto 40 %, 0,5 %, 39
% oraz 0 70 %, 25 % i 63 % dla wariantu 1 i 2 odpowiednio. W czesciach
nadziemnych rzepaku zaobserwowano zmniejszenie stezenia ABA, SA i JA dla
wariantu 1 o okoto 59 %, 20 % i 3 %, za$ dla wariantu 2 0 53 %, 14 % i 10 %.
Zmniejszenie ABA w korzeniach badanych roslin miato wplyw na przyspieszenie
kietkowania roslin, co z kolei mogto by¢ zwigzane (tak samo jak w przypadku wzrostu

stezenia I1AA) z wydtuzeniem korzeni i cze$¢ nadziemnych (wyniki z Przyktadu 2).
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