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Streszczenie

Szybki rozwoj gospodarczy, postepujacy od konca XVIII w. i obejmujacy rowniez
rolnictwo doprowadzit do gwaltownego wzrostu stezenia gazéw cieplarnianych (GHG)
w atmosferze, takich jak metan (CHs) i ditlenek wegla (COz2), skutkujac postepujacym
globalnym ociepleniem. Rolnictwo odpowiada za 10-12% catkowitej, antropogenicznej emisji
gazéw cieplarnianych, w tym za blisko potowg globalnej emisji metanu. Z drugiej strony,
ditlenek wegla jako jeden z najistotniejszych gazéw cieplarnianych réwniez pochodzi w duzej
mierze z produkcji rolniczej. Roczna, globalna emisja CO», wynikajaca ze zmian sposobow
uzytkowania gruntow jest oszacowana na okoto 1,3 Gt C. Stanowi to blisko potowg wegla,
ktory w ciggu roku zostaje globalnie zdeponowany na ladzie tj. 3 Gt C.

Nasilajace si¢ zmiany klimatyczne wraz z intensyfikacja rolnictwa prowadza do
degradacji gleb. Rzutuje to na spadek produktywnosci pdl uprawnych, lecz w pierwszej
kolejnosci degradacja gleb objawia si¢ w postaci pogorszenia ich struktury i1 whasciwosci
fizykochemicznych, a takze spadku bioréznorodnosci i aktywnosci mikrobiologicznej.
W dalszej perspektywie prowadzi to do zubozenia catych ekosystemow oraz problemow
z zaopatrzeniem w Zywnosc.

Postepujaca degradacja gleb i nasilajace si¢ zmiany klimatyczne sprawiaja, ze coraz
intensywniej poszukuje si¢ rozwigzan, prowadzacych do zatrzymania lub opdznienia tych
niekorzystnych zjawisk. Wzrost produkcji roslinnej doprowadzil réwniez do znacznego
nagromadzenia resztek pozniwnych i1 odpaddéw roslinnych pochodzacych z przemyshu
przetworczego, stad powaznym wyzwaniem jest racjonalne zagospodarowanie rosngcych ilosci
biomasy odpadowej. Produkcja biowggla i wzbogacenie gleb bioweglem moze okazaé si¢
rozwigzaniem pozwalajacym sprosta¢ wspolczesnym wyzwaniom, przed ktérymi stoi obecnie
rolnictwo, tj. ochrona gleb przed degradacja, ograniczenie emisji i zwigkszenie pochtaniania
gazow cieplarnianych z rolnictwa oraz racjonalne zagospodarowanie biomasy odpadowe;.

W niniejszej rozprawie doktorskiej okreslono wieloaspektowy potencjal aplikacyjny
wybranych biowegli, jako materiatu poprawiajacego wtasciwosci 1 aktywno$¢ metanotroficzng
gleby ptowej. Celem niniejszej pracy byta charakterystyka biowegli powstatych z biomasy
odpadowej (zrgbkow drzewnych, tusek slonecznika, todyg malin i todyg ziemniakow),
obejmujaca m.in. wtasciwosci fizykochemiczne i potencjat biowegli do pochtaniania metanu
z atmosfery, a takze wieloaspektowa ocena roli i przydatnosci wybranych biowegli
W ograniczeniu emisji gazow cieplarnianych z gleby plowe;.

Materiat badawczy stanowily probki biowegla, powstale w procesie pirolizy
z wybranych rodzajow biomasy odpadowej tj. zrgbkow drzewnych, tusek stonecznika, a takze
todyg malin i tlodyg ziemniakow, stanowigcych nowa w tego typu zastosowaniach biomase.
Materiatem badawczym w kolejnych etapach pracy byta gleba ptowa (Haplic Luvisol), pobrana
z poletek doswiadczalnych utrzymywanych jako ugér, na ktérych zaaplikowano biowegiel
ze zrebkow drzewnych w dawkach 10, 20 i 30 Mg ha, oraz biowegiel z tusek stonecznika,
zastosowany w szerokim zakresie dawek od 1 do 100 Mg ha™.

Wykonano zaplanowane analizy fizykochemiczne materiatu badawczego tj. pomiar
odczynu (pH) i potencjatu oksydoredukcyjnego (Eh), wyznaczenie zawartosci wegla
organicznego w glebie (SOC), rozpuszczonego wegla organicznego (DOC), i azotu
azotanowego (V) (N-NOg) oraz zdolno$ci zatrzymywania wody (pojemnosci wodnej, WHC).
Probki biowegla oraz pobrane z poletek probki gleby z dodatkiem biowegla inkubowano
w dwdch warunkach wilgotnos$ci (odpowiadajacym 60% 1 100% WHC) w temperaturze 25 °C,
z dodatkiem 1% CHa (0bj.). W tym czasie prowadzono regularne pomiary sktadu atmosfery
gazowe] w przygotowanych probach za pomocg chromatografu gazowego. Wyizolowano
rowniez DNA z wybranych wariantéw doswiadczenia oraz przeprowadzono
sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS). Przeprowadzona analiza pozwolita na



scharakteryzowanie spotecznosci mikroorganizméw zasiedlajacych badang glebe oraz lepsze
poznanie zmian jakie zachodza w mikrobiocie glebowej na skutek aplikacji biowegla do gleby.

Badania wykazaly, iz rodzaj biomasy, z ktorej wytworzono biowggiel (materiat
wsadowy) oraz wilgotno$¢ karbonizatu silnie determinowaty jego zdolno$¢ pochtaniania CHa.
Ponadto w obydwu testowanych wilgotnosciach biowegiel z todyg ziemniakow (lgtow)
wykazywat najwieksza szybko$¢ pochtaniania CHs4, co wskazuje na wysoka uzyteczno$é
nowego biowegla jako sorbentu CHas, a innowacyjno$¢ i praktyczno$¢ tego rozwigzania
znalazla swoje odzwierciedlenie w postaci osiggniecia patentowego.

Oprécz badan samych biowegli, oceniono takze ich potencjal mitygacji globalnego
ocieplenia po dodatku do gleby. Doswiadczenie, w ktorym uboga gleba ptowa zostala
wzbogacona bioweglem ze zrebkéw drzewnych, umozliwito ocen¢ wptywu wybranych dawek
biowegla na srodowisko glebowe z uwzglednieniem aspektu czasu oddziatywania biowggla
w glebie. Udowodniono, iz dodatek biowegla w dawce 30 Mg ha' podniést m.in. pH
I pojemnos¢ wodnag gleby, zwigkszyl liczebnos¢ i biordznorodno$¢ zbiorowisk
metanotroficznych, doprowadzit do wzrostu udzialu bakterii metanotroficznych z rodzaju
Methylocystis, a w konsekwencji trwale poprawit aktywnos$¢ metanotroficzng gleby ptowej. Co
réwniez istotne, obserwowany poczatkowo wzrost emisji CO2 nie utrzymat si¢ po pigciu latach
od wprowadzenia biowegla do gleby.

Przedstawione w Kkolejnych badaniach efekty zastosowania biowggla z tusek
stonecznika w dawkach 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 Mg ha™ réwniez potwierdzity
wielowymiarowe korzys$ci wynikajace z tego zabiegu. Gleba plowa wzbogacona bioweglem
z tusek stonecznika w dawkach > 40 Mg hal w glebie o wilgotnosci odpowiadajacej
60% WHC, a takze > 20 Mg ha™! w glebie wysyconej woda (100% WHC), charakteryzowata
si¢ zwigkszong zdolnoscig utleniania CHs w porownaniu z kontrolg. Podczas gdy dodatek
biowegla ze zrebkéw drzewnych wzbogacil zbiorowiska metanotroficzne o bakterie z rodzaju
Methylocystis, wysokie dawki (60, 80, 100 Mg ha™) biowegla z tusek stonecznika doprowadzity
do =znacznego wzrostu udzialu metanotrofow =z rodzaju Methylobacter. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen potwierdzaja pozytywna role badanych biowegli
w ksztattowaniu $Srodowiska glebowego 1 stymulacji aktywnosci metanotroficznej gleby
plowe;.

Mimo, iz wprowadzanie bioweggla do gleby ma bardzo dtugg historig, to w naszej czesci
Swiata, zabieg ten pozostaja jak do tej pory gléwnie w sferze badan. Badania te sg jak
najbardziej uzasadnione, poniewaz biorgc pod uwagg trwato$¢ biowegla i potencjalny czas jego
odziatlywania, szczegolnie istotne jest poznanie dlugofalowego wplywu tego dodatku na
srodowisko glebowe. Przedstawiona praca doktorska, ukazujaca rézne aspekty dziatania
biowegli (wytworzonych zardwno z szeroko dostepnej, jak 1 dopiero testowanej, niszowej
biomasy) dostarcza informacji pomocnych w podj¢ciu decyzji o stosowaniu wzbogacenia gleby
bioweglem, jak réwniez moze przyczyni¢ si¢ do upowszechnienia tego zabiegu.

Stowa kluczowe: gleba ptowa (Haplic Luvisol), biowegiel, efekt cieplarniany, metanotrofia,
Methylocystis, Methylobacter



Abstract

Rapid economic development since the late 18th century, including in agriculture, has
led to a sharp increase in the concentration of greenhouse gases (GHG) in the atmosphere, such
as methane (CHs) and carbon dioxide (CO.), resulting in progressive global warming.
Agriculture is responsible for 10-12% of total anthropogenic greenhouse gas emissions,
including nearly half of global methane emissions. Furthermore, carbon dioxide, as one of the
most important greenhouse gases, also comes largely from agricultural production. Annual
global CO; emissions from changes in land use are estimated at around 1.3 Gt C. This accounts
for nearly half of the carbon that is globally deposited annually on land, i.e., 3 Gt C.

Intensifying climate changes, together with the intensification of agriculture, lead to soil
degradation. This affects the decline in the productivity of agricultural fields, however,
degradation manifests itself initially in the deterioration of the structure and physicochemical
properties of the soil, as well as in a decrease in biodiversity and microbiological activity.
In the long run, this leads to the impoverishment of entire ecosystems and problems with food
supply.

Progressive degradation of soils and intensifying climate changes mean that solutions
are being sought more and more intensively to stop or delay these unfavourable phenomena.
The increase in plant production has also led to a significant accumulation of post-harvest
residues and plant waste from the processing industry, hence a serious challenge is the rational
management of the growing amounts of waste biomass. The production of biochar and the
enrichment of soils with biochar may prove to be a solution that can meet the challenges facing
agriculture today, i.e. protection of soils against degradation, reduction of emissions
and increased absorption of greenhouse gases from agriculture, as well as rational management
of waste biomass.

In this doctoral dissertation, the multifaceted application potential of selected biochars
as a material for improving the properties and methanotrophic activity of Haplic Luvisol was
determined. The aim of this work was to characterise biochars produced from waste biomass
(wood offcuts, sunflower husks, raspberry stems and potato stems), including its
physicochemical properties and the potential of biochars to absorb methane from the
atmosphere, in addition to a multi-faceted assessment of the role and usefulness of selected
biochars in reducing greenhouse gas emissions from Haplic Luvisol.

The research material consisted of biochar samples, produced in the pyrolysis process
from selected types of waste biomass, i.e. wood offcuts, sunflower husks, as well as raspberry
stems and potato stems, which are a new biomass for this type of application. The research
material in the subsequent stages of the work was lessive soil (Haplic Luvisol), taken from
experimental plots kept fallow, on which biochar from wood offcus was applied in doses
of 10, 20 and 30 Mg ha’, as well as biochar from sunflower husks, used in a wide range
of doses from 1 to 100 Mg ha.

Planned physicochemical analyses of the test material were performed, i.e. measurement
of pH, redox potential (Eh), determination of soil organic carbon (SOC), dissolved organic
carbon (DOC), nitrate nitrogen (NOz-N) and water holding capacity (WHC). Biochar samples
and soil samples taken from the plots with the addition of biochar were incubated under two
moisture conditions (corresponding to 60% and 100% WHC) at 25 °C, with the addition
of 1% CHgs (v/v). At that time, regular measurements of the composition of the gas atmosphere
in the prepared samples were carried out using a gas chromatograph. DNA was also isolated
from selected variants of the experiment and next generation sequencing (NGS) was performed.
The analysis made it possible to characterise the community of microorganisms inhabiting
the tested soil and better understand the changes that occur in the soil microbiota as a result
of the application of biochar to the soil.



The research showed that the type of biomass from which the biochar was produced
(feedstock) and the moisture content of the biochar strongly determined its ability to absorb
CHs. In addition, at both of the tested moisture levels, biochar from potato stems (shaws)
showed the highest rate of CH4 absorption, which indicates the high usefulness of the new
biochar as a CH4 sorbent, and the innovation and practicality of this solution was reflected
in the patent achievement.

In addition to testing the biochars themselves, their global warming mitigation potential
when added to soil was also assessed. The experiment in which poor lessive soil was enriched
with biochar from wood offcuts made it possible to assess the impact of selected doses
of biochar on the soil environment, taking into account the time aspect of biochar in the soil.
It was proven that the addition of biochar at a dose of 30 Mg ha* increased, among others, pH
and water retention in the soil, increased the number and biodiversity of methanotrophic
communities, led to an increase in the share of methanotrophic bacteria of the genus
Methylocystis, and consequently permanently improved the methanotrophic activity of lessive
soil. Another important point was that the initially observed increase in CO2 emissions was not
sustained five years after biochar addition to the soil.

The effects of using biochar from sunflower husks in doses of 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 80, 100 Mg ha’, presented in subsequent studies, also confirmed the multidimensional
benefits of this treatment. Haplic Luvisol enriched with sunflower husk biochar at doses
> 40 Mg ha! in soil with a moisture content corresponding to 60% WHC, and > 20 Mg ha
in water-saturated soil (100% WHC), was characterised by increased CH4 oxidation capacity
compared to the control. While the addition of biochar from wood offcuts enriched
methanotrophic communities with bacteria of the genus Methylocystis, high doses (60, 80, 100
Mg hat) of sunflower husks biochar led to a significant increase in the share of methanotrophs
of the genus Methylobacter. The results of the conducted experiments confirm the positive role
of the tested biochars in shaping the soil environment and stimulating the methanotrophic
activity of lessive soil.

Although the introduction of biochar into the soil has a very long history, in our part
of the world this treatment has so far remained mainly in the field of research. These studies
are justified, because taking into account the durability of biochar and the potential duration
of its impact, it is particularly important to know the long-term impact of this additive on the
soil environment. The presented doctoral thesis, showing various aspects of the operation
of biochars (made both from widely available and only recently tested, niche biomass), provides
information helpful when considering the use of biochar in soil enrichment, and may also
contribute to the dissemination of this procedure.

Keywords: lessive soil (Haplic Luvisol), biochar, greenhouse effect, methanotrophy,
Methylocystis, Methylobacter
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Skrot

Bo

Bp

Br

Bs

CEC

CytC
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dt

EPFRs

FADH

FDH
GHG
Gt

GWP

LAI

Termin

biowegiel ze zrebkéw drzewnych
biowegiel z lodyg ziemniakow (letow)
biowegiel z todyg malin

biowegiel z tusek stonecznika
pojemno$¢ wymiany kationowej
cytochrom C

rozpuszczony wegiel organiczny

decytona, kwintal (100 kg)

rodniki o wysokiej trwatosci w §rodowisku

dehydrogenaza formaldehydowa

dehydrogenaza mrowczanowa

gaz cieplarniany

gigatona (1 000 000 000 000 kg)

potencjat tworzenia efektu cieplarnianego

wegiel nieorganiczny

wskaznik pokrycia lisSciowego

Termin angielskojezyczny
wood offcuts biochar
potato stems biochar
raspberry stems biochar
sunflower husk biochar
cation exchange capacity
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dissolved organic carbon
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environmentally persistent

free radicals

formaldehyde

dehydrogenase

formate dehydrogenase

greenhouse gas

gigaton
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inorganic carbon
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MMO
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pPMMO

ppm
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RuBP
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sSMMO
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SOM

SWC

Termin

peryplazmatyczna dehydrogenaza
metanolowa

megagram (1 000 kg)

monooksygenaza metanowa

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

sekwencjonowanie nastepnej generacji

monooksygenaza blonowa

czes$ci na milion
cze$ci na miliard

szlak rybulozo-bisfosforanowy

szlak rybulozo-monofosforanowy
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periplasmic methanol
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megagram
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particulate methane

monooxygenase

parts per million

parts per billion

ribulose bisphosphate

pathway

ribulose monophosphate

pathway

soluble methane

monooxygenase

soil organic carbon

soil organic matter

soil water content
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WFPS

WHC

Termin
wegiel catkowity
wypetnienie wodg przestrzeni porowatej

zdolno$¢ zatrzymywania wody

(pojemno$¢ wodna)

Termin angielskojezyczny
total carbon
water-filled pore space

water holding capacity
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Lista publikacji stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej

Niniejsza rozprawa doktorska oparta jest na cyklu dwodch publikacji, osiggnigciu patentowym

oraz badaniach uzupetniajacych na temat:
»Rola biowegla w ograniczaniu emisji gazow cieplarnianych z gleby plowej”:

Publikacja P.1: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Brzezinska, M., 2020.
New biochars from raspberry and potato stems absorb more methane than wood offcuts
and sunflower husk biochars. International  Agrophysics  34(3), 355-364.
Punktacja MNiSW: 70 pkt.; IF 2,317.

Indywidualny wklad: wybdér biomasy i produkcja cze$ci sposrod badanych biowegli,
oznaczenie parametrow fizykochemicznych biowegli, inkubacja probek 1 pomiary
chromatograficzne, analiza uzyskanych wynikow, statystyczne i graficzne opracowanie

wynikoéw, wspolprzygotowanie manuskryptu.

Publikacja P.2: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Galazka, A.,
Brzezinska, M., 2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance
in  Haplic Luvisol. Science of the Total Environment 806, 1512509.
Punktacja MEIN: 200 pkt.; IF 7,963.

Indywidualny wklad: pobor probek gleby z poletek doswiadczalnych, oznaczenie parametrow
fizykochemicznych probek gleby wzbogaconych bioweglem ze zrebkow drzewnych,
zaprojektowanie 1 przeprowadzenie doswiadczenia laboratoryjnego, inkubacja probek
I pomiary chromatograficzne, izolacja DNA glebowego, analiza uzyskanych wynikow,

statystyczne 1 graficzne opracowanie wynikdw, wspotprzygotowanie manuskryptu.

Osiagnigcie patentowe P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Polakowski, C., Pytlak,
A., Brzezinska, M., Bieganowski, A. Sposoéb otrzymywania bioweggla z biomasy do
pochlaniania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgloszenie patentowe numer P.433435
2 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wytacznego: Pat.237796 / 2021-02-12.

Indywidualny wklad: produkcja biowegla z todyg ziemniakéw (fetéw), oznaczenie

wlasciwosci fizykochemicznych biowegla, inkubacja probek 1 pomiary chromatograficzne
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umozliwiajace okreslenie potencjatu bioweggla do pochtaniania metanu, analiza uzyskanych

wynikow, wspotprzygotowanie wniosku patentowego.

W celu jak najpehiejszego przedstawienia uzyskanych rezultatow, w niniejszej rozprawie
przedstawiono rowniez badania uzupetniajace, obejmujace efektywnos¢ stosowania biowegla
z tusek stonecznika jako dodatek do gleby ptowej. Badania uzupetniajace zostaty przygotowane

do wydania i zatytutowane:

Badania uzupehiajgce P.3: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J.,
Gatazka, A., Brzezinska, M.. Zastosowanie bogatego w azot bioweggla z tusek stonecznika
sprzyja utlenianiu metanu i zwigksza liczebnos¢ Methylobacter w glebie ubogiej w azot.

Angielskojezyczny (oryginalny) tytul manuskryptu: Application of nitrogen-rich sunflower
husks biochar promotes methane oxidation and increases abundance of Methylobacter

in nitrogen-poor soil.

Indywidualny wklad: pobor probek gleby z poletek do§wiadczalnych, oznaczenie wtasciwosci
fizykochemicznych gleby wzbogaconej szerokim zakresem dawek biowegla z tusek
stonecznika, oznaczenie wiasciwosci fizykochemicznych gleby, inkubacja probek i pomiary
chromatograficzne, izolacja DNA glebowego, analiza uzyskanych wynikéw, statystyczne

i graficzne opracowanie wynikow, wspotprzygotowanie manuskryptu.
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1. Wprowadzenie

1.1. Problematyka

Na poczatku XIX wieku globalna populacja wynosita okoto 1 miliard ludzi, lecz
wystarczylo zaledwie 200 lat, by liczba ludnosci Swiata ulegla zwielokrotnieniu do poziomu
8 miliardow (Van Bavel, 2013). Dalsze predykcje sa rownie dynamiczne i szacujg globalng
liczbe ludnosci w roku 2050 na bliskg 9,8 miliarda (Sadigov, 2022). Rosngca liczba ludnosci
bedzie wymusza¢ dalsza eksploatacje zasobow naszej planety na niespotykanym dotychczas
poziomie. Rolnictwo jest jedng z najszybciej rozwijajacych si¢ gatezi gospodarki, ze wzgledu
na swojg strategiczng role tj. produkcje zywnosci. Dowodem na to sg dane z lat 1960-2019,
wskazujace na wzrost powierzchni pol uprawnych i pastwisk odpowiednio o 1 i 0,9 miliona
km?, co jednoczesnie zostato okupione utrata okoto 0.8 miliona km? lasow (Winkler i in., 2021).
Jednak wzrost powierzchni upraw o okoto 15% to nie jedyny wyznacznik intensyfikacji
rolnictwa. Kluczowa jest tutaj produktywnos$¢ upraw, ktora w analogicznym okresie wzrosta
o blisko 250%. Udalo si¢ to osiagna¢, dzigki rozwojowi mechanizacji, pracom nad
udoskonaleniem odmian roslin uprawnych, intensyfikacji nawozenia oraz stosowania srodkow
ochrony roslin (Blomqvist i in., 2020; Duke, 2020). Jednak nasilenie zabiegdw
agrotechnicznych niesie za sobg szereg negatywnych konsekwencji w postaci pogorszenia
wlasciwos$ci fizykochemicznych gleb. Objawia si¢ to m.in. spadkiem zawarto$ci wegla
organicznego oraz materii organicznej w glebie, wzrostem zakwaszenia i zasolenia gleby,
niszczeniem agregatow glebowych, a co za tym idzie zmiang porowatosci gleby, wzrostem
zaggszczenia przy jednoczesnym spadku natlenienia gleby (Hamza i lerson, 2005; Rajkai i in.,
1997; Tkaczyk i in., 2017). Dalszymi efektami niezrownowazonej produkcji roslinnej jest
obnizenie biordznorodnosci mikroorganizméw glebowych oraz zaburzenie proceséw
metabolicznych zachodzacych w glebie (Qiu i in., 2021; Seghers i in., 2005). Wzrost produkcji
roslinnej zostal okupiony obnizeniem jakos$ci gleb, ktora w skrajnych przypadkach prowadzi
do ich degradacji. Wedlug obecnych szacunkéw okoto 25% gruntdéw zostato zdegradowanych,
a zjawisko to dotyczy w duzej mierze obszarow zamieszkanych przez najubozsza czgsé
populacji. Ponadto, jesli obecna szybkos$¢ degradacji gleby zostanie utrzymana, do roku 2050
nawet 95% gleb moze ulec degradacji lub by¢ nig powaznie zagrozona (GEF Secretariat, 2022).
Poszukiwanie i wprowadzanie do praktyki rolniczej zabiegdw poprawiajacych parametry
jakosciowe oraz utrzymujace produktywnos$¢ gleb to globalne wyzwanie, ktéremu rolnictwo

wspotpracujace z naukg musi sprostac.
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Wzrost produkcji roslinnej prowadzi do coraz wigkszego nagromadzenia resztek
pozniwnych 1 organicznych odpadow poprodukcyjnych, ktére wymagaja dalszego
zagospodarowania. Swiatowa produkcja stomy juz przekroczyta warto§¢ 7 miliardow ton
rocznie, a prognozy wskazujg na dalszy wzrost dostepnos$ci tego surowca (He i in., 2022). Cz¢s¢
biomasy jest pozostawiana na polu jako nawdz organiczny i ulega wymieszaniu z glebg podczas
kolejnych zabiegéw agrotechnicznych po zbiorze plondw. To praktyka umozliwiajaca
sekwestracje wegla i wzbogacenie gleby w materie organiczng. Stoma charakteryzuje
si¢ wysokim wspotczynnikiem reprodukcji glebowej materii organicznej (ang. soil organic
matter - SOM) wynoszacym okoto 100 kg SOM z 1 t stomy (Chen i in., 2022; Kus, 2015). Jest
rowniez uzywana w gospodarstwach rolnych jako pasza i $ciotka dla zwierzat, material do
produkcji podtoza dla grzybow hodowlanych oraz do celéw opatowych, co cze$ciowo
rozwigzuje kwesti¢ zagospodarowania nadwyzek tego surowca (Gradziuk i in., 2020; Palmieri
i in., 2017). Pozostate odpady pozniwne nie majg tak szerokiego zastosowania, a fragmenty
roslin s3 czestym nosnikiem patogendow i1 szkodnikow upraw, dlatego tez, by bezpiecznie
wprowadzi¢ skazong biomas¢ do gleby i ograniczy¢ rozprzestrzenianie si¢ chordb roslin,
potrzebna s3 odpowiednie zabiegi, takie jak obrobka termiczna, majace na celu sterylizacje
biomasy (Guo i in., 2019; Vincent i in., 2003). Problemem pozostaja jednak ogromne ilo$ci
odpadow powstajacych w zaktadach produkcji i przetworstwa zywnos$ci. Przyktadem takiej
biomasy odpadowej sa chociazby tuski stonecznika z przemystu olejarskiego. Doktadna ilos¢
odpadowych tusek stonecznika jest trudna do oszacowania, lecz warto odnotowac,
ze w sezonie 2020/2021 na Swiecie zebrano okoto 49,27 milionéw ton nasion stonecznika
(USDA Foreign Agricultural Service, 2022). Masa tuski stonecznika stanowi okoto 50% masy
ziarna, zatem ilo$¢ lusek stonecznika pozostajacych w zaktadach przetworczych sigga
milionow ton rocznie (Shaukat i in., 2021). Wobec powyzszego, powaznym wyzwaniem jest
korzystne zagospodarowanie odpadowej biomasy.

Kolejng konsekwencja szybkiego rozwoju cywilizacyjnego jest gwaltowny wzrost
emisji gazoéw cieplarnianych, takich jak ditlenek wegla (CO2) i metan (CH4) (IPCC, 2022).
W celu zobrazowania tego procesu warto przesledzi¢ zmiany stezen tych gazow na przestrzeni
ostatnich 10 000 lat. Dane zawarte w raporcie IPCC z 2001 roku okreslaja stezenie CO2 i CH4
na przestrzeni ostatnich kilku tysigcleci jako pozostajace na niskim, stabilnym poziomie
(IPCC, 2001). Stezenia CO2 i CHs w atmosferze jeszcze sprzed industrializacji oszacowano
odpowiednio na 278 ppm (ang. parts per million, czyli czes$ci na milion) i 722 ppb (ang. parts
per billion, czyli czesci na miliard) (Ciais i in., 2013). W listopadzie 2022 Srednia zawartos$¢

CO2 w powietrzu wyniosta juz 417,5 ppm, przekraczajagc tym samym o 50% poziom
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koncentracji tego gazu sprzed roku 1750. Na przestrzeni tych lat wzrost st¢zenia CHs4 byt
jeszcze dynamiczniejszy, gdyz jego poziom siegnat juz 1909 ppb i jest o 164% wigkszy,
niz przed industrializacjg. Mimo, ze zawarto§¢ metanu w atmosferze, jest okoto 220 razy
mniejsza, niz ditlenku wegla, to nie nalezy go bagatelizowac, poniewaz przyrost jego stezenia
w omawianym czasie jest kilkukrotnie wyzszy, a potencjat tworzenia efektu cieplarnianego
(ang. global warming potential - GWP) metanu w ujeciu stuletnim jest 30-krotnie wyzszy, niz
GWP CO: (IPCC, 2022). Efektem zaistnialych zmiany w skladzie atmosfery jest wzrost
temperatury o 1,08 + 0,13 °C w poréownaniu z temperaturg z lat 1850-1900 (World
Meteorological Organization, 2021). Wydaje si¢ to niewiele, jednak najnowsze prace wskazuja,
ze zmiany klimatu o podtozu antropogenicznym doprowadzity do degradacji okoto 5,5 miliona
km? suchych terendw, co wptyneto na pogorszenie jakosci zycia okoto 213 milinéw ludzi. Dla
lepszego zobrazowania skali tego zjawiska, warto zauwazy¢, ze zdegradowany obszar ma
powierzchni¢ zblizong do potowy kontynentu europejskiego (Burrell i in., 2020). Ros$nie
rowniez ilo$¢ ekstremalnych zjawisk pogodowych, takich jak deszcze ulewne i nawalne,
powodujace lokalne podtopienia (Tabari, 2020). Warto tu wspomnieé, ze tereny podmokie
odpowiadaja za 20% globalnej emisji metanu. Ponadto rolnictwo odpowiada za blisko potowe
emisji metanu (okoto 228-262 Mt rocznie), a dalsze przewidywania mowig o wzroscie emisji
CHs o okoto 40% do roku 2050 (Searchinger i in., 2021). Prognozy sa zdecydowanie
pesymistyczne, a odwrdcenie tego trendu 1 w efekcie obnizenie emisji metanu jest wazne
z kilku powoddéw. Z pewnoscig bedzie to pomocne w osiggnigciu celow strategii klimatycznych
przyjetych w ramach porozumienia paryskiego, zaktadajacych zatrzymanie wzrostu globalne;j
temperatury na poziomie nie wigkszym niz 1,5 °C (Pachauri i Meyer, 2014). Rosnace stezenie
metanu jest rOwniez powigzane ze wzrostem ilosci ozonu w atmosferze, ktory wedlug
szacunkéw odpowiada za nawet milion przedwczesnych zgondéw rocznie, wynikajacych
z chorob uktadu oddechowego. Szacuje si¢, ze zredukowanie poziomu metanu w $rodowisku,
znajdzie swoje odzwierciedlenie w obnizeniu zawartosci ozonu w atmosferze 1 ochroni tysigce
ludzi rocznie przed powaznymi konsekwencjami zdrowotnymi oraz przedwczesng smiercig
(Abernethy i in., 2021). Gleba peti rolg skutecznego pochtaniacza metanu, globalnie jest
w stanie pochtona¢ okoto 30 Mt CH4 rocznie, jednak wraz z postepujaca degradacja terenow
uprawnych, jej efektywnos¢ w tym zakresie gwaltownie spada (Pachauri i Meyer, 2014).
Biorgc pod uwage powyzsze wyzwania branzy rolniczej 1 przetworczej, jak roéwniez
postepujace zmiany klimatyczne wazne jest poszukiwanie i wdrazanie dziatan majacych na celu
poprawg jakos$ci gleb, racjonalne zagospodarowanie odpadow rolniczych i poprodukcyjnych

oraz ograniczenie emisji gazow cieplarnianych.
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1.2. Znaczenie gazéw cieplarnianych

Globalne ocieplenie wywolane jest dziatalnoscia cztowieka i powoduje zmiany klimatu
(IPCC, 2022). Jednak dzieki obecnosci gazow cieplarnianych w atmosferze ziemskiej, zycie na
naszej planecie moglo rozwing¢ si¢ w takiej formie, jakg obecnie znamy. Aktualnie srednia
globalna temperatura Ziemi wynosi okoto 14 °C. Wedlug szacunkéw efekt cieplarniany
generowany przez te gazy powoduje, ze $rednia temperatura Ziemi jest o okoto 33 °C wyzsza
od tej, ktora panowataby na Ziemi bez ich obecnosci w atmosferze. Do najwazniejszych gazoéw
cieplarnianych, oprocz pary wodnej, nalezg ditlenck wegla (CO2), metan (CHa) i podtlenek
azotu (N20). Gdyby nie ich obecnos¢, $rednia temperatura na naszej planecie bylaby na
poziomie -19 °C (Cassia i in., 2018), co mozna zaobserwowac w gornej czesci troposfery, gdzie
stezenie gazow cieplarnianych jest niewielkie, a temperatura okoto 30 °C nizsza, niz na
powierzchni planety (Niu i in.,, 2019). Nie oznacza to jednak, ze szeroko pojety efekt
cieplarniany jest zjawiskiem jedynie pozytywnym, a wzrost zawarto$ci gazéw szklarniowych
w atmosferze jest oczekiwany. Przy obecnych poziomach ich emisji jest wrecz przeciwnie.
Nadmiar gazéw cieplarnianych w atmosferze jest roOwnie niebezpieczny, co ich brak. Wraz
z ciggle rosnaca zawartoscig gazow w atmosferze globalne ocieplenie bgdzie si¢ pogiebiato,
powodujac dalszy niekontrolowany wzrost temperatury. Wigze si¢ to z podniesieniem poziomu
morz i oceandw, pustynnieniem obszarow ladowych, nasilonym wystgpowaniem anomalii
pogodowych, a w konsekwencji niszczeniem siedlisk ludzi, roslin i zwierzat (Burrell i in., 2020;
IPCC, 2014). Chociaz wrazliwos¢ ekosystemOw i spoteczno$ci na zmiany klimatu jest
specyficzna dla regionu, w naszym warunkach odczuwalne sg coraz czgstsze 1 bardziej
intensywne ekstremalne zjawiska pogodowe, takie jak fale upalow, gwaltowne deszcze,
czy susze skutkujace pozarami (IPCC, 2022). W $wietle prognoz na najblizsze dziesigciolecia,
obejmujacych trendy przeksztalcania ekosystemow, ograniczenie dalszych zmian
klimatycznych, jest jednym z najwigkszych wspoétczesnych globalnych wyzwan, ktérym

musimy podota¢, chcac przetrwaé na Ziemi wraz z innymi gatunkami.

1.2.1. Utlenianie i produkcja metanu

Metan jest najprostszym przedstawicielem weglowodoréw nasyconych, zbudowany
Z umieszczonego centralnie atomu wegla oraz czterech atoméw wodoru, tworzacych ksztalt
tetraedru, a jego masa molowa wynosi 16,04 g mol™. W temperaturze pokojowej metan jest
bezbarwnym i bezwonnym gazem, tatwo ulegajacym zaptonowi i posiadajacym wilasciwosci

wybuchowe przy wyzszych jego stezeniach w atmosferze (Deng i in., 2019). Te wiasciwos$ci
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metanu doprowadzity do jego odkrycia, gdy w roku 1776, gdy Alessandro Volta zainteresowat
si¢ tatwopalnym gazem wydobywajacym si¢ bagien i mokradet, stad jego pierwotne okreslenie,
tj. gaz bagienny (Ledakowicz i Krzystek, 2005). Utworzone w ten sposob ztoza gazu ziemnego,
sktadajacego si¢ glownie z metanu (stanowi on ponad 90% gazu ziemnego) w 2008 roku zostaty
oszacowane na 185 bln m?, a z uwagi na rosnace zapotrzebowanie na energie, eksploatacja zt6z
gazu ziemnego ciggle rosnie (Janusz, 2010). Jest to jednak pula metanu, ktora ze wzgledu na
swoja lokalizacje w gtebszych warstwach skorupy ziemskiej, do czasu wydobycia ma niewielki
wptyw na efekt cieplarniany. O wiele istotniejsze w tym aspekcie sg zrodla metanu
zlokalizowane na powierzchni Ziemi, ktore mozna podzieli¢ na biogenne oraz antropogeniczne,
przy czym dominujg emisje ze zrodet biogennych, stanowiace nawet 80% catkowitej globalnej
emisji CHa (Szafranek-Nakonieczna i in., 2019). Najwazniejszymi zrodtami emisji CHs sg
wspomniane wczesniej tereny podmokle, uprawy ryzu, oceany, wysypiska $mieci, a takze
zwierzeta hodowlane (w szczegdlnosci przezuwacze) i termity. Metan ulega fotochemicznemu
utlenieniu, zachodzacemu w wyzszych warstwach troposfery przy udziale rodnikéw
hydroksylowych 1 tlenkéw azotu, a takze biologicznemu utlenianiu, prowadzonemu przez
mikroorganizmy zasiedlajace m. in. gleby czy osady denne (Guerrero-Cruz i in., 2021; Rigby
I in., 2017).

Procesem biologicznym odpowiedzialnym za powstawanie metanu jest metanogeneza,
zachodzaca w S$rodowisku beztlenowym, ktérego potencjatl redoks jest ponizej -150 mV
(Chowdhury i Dick, 2021). Mikroorganizmami prowadzacymi metanogeneze sg archeony
metanogenne, ktore w toku reakcji biochemicznych przeksztatcajg substraty takie jak metanol
1 kwas mrowkowy w metan. W fermentacji metanowej mozna wyr6ézni¢ kilka etapow
poprzedzajacych powstanie metanu. Pierwszym z nich jest hydroliza, w ktdérej nastepuje
podzial tancuchéw polimerowych polisacharydow, biatek i lipidow na krétsze fragmenty
tj. cukry, aminokwasy, dtugotancuchowe kwasy tluszczowe oraz powstanie lotnych kwaséw
thuszczowych (propionianu i maslanu). Kolejnym etapem jest przeksztalcenie kwasoéw
karboksylowych (propionianu 1 maslanu) przez bakterie acetogenne do octanu, wodoru
i ditlenku wegla. W koncowej fazie procesu, grupy metanogennych Archaea przeksztatcaja
octan, ditlenek wegla i wodor w metan, co przebiega wedtug nastepujacych reakcji (Conrad,
1996; Ledakowicz i Krzystek, 2005):

CH3COOH — CH4 + CO2 oraz CO2 + 4H> — CHs + 2H.0
Z uwagi na to, ze warunki sprzyjajace metanogenezie wystepuja na terenach podmoktych
lub w glebszych, niedotlenionych warstwach gleby, to wtasnie gleby obszaréw takich jak pola

ryzowe czy torfowiska odpowiadajg za blisko 50% emisji CHs (Malyan i in., 2016;
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Serrano-Silva i in., 2014). Co wigcej, metan jest odpowiedzialny za okolo 16% efektu
cieplarnianego mimo, iz w atmosferze wystepuje w niewielkim stezeniu 1909 ppb. Jest to
spowodowane wysokim potencjatem GWP, ktory jest 30-krotnie wyzszy od GWP ditlenku
wegla (IPCC, 2022).

Jednak aktywno$¢ bakterii metanotroficznych pozwala na usunigcie jedynie do
10% CHs zawartego w atmosferze (Feng i in., 2018). Wigkszo$¢ czasteczek tego gazu
(85-90%) ulega rozpadowi w troposferze na skutek reakcji z rodnikiem hydroksylowym (OH)
(IPCC, 2007; Szafranek-Nakonieczna i in., 2019). Dzieki tym reakcjom $redni czas bytowania
czasteczki metanu w atmosferze to okoto 12 lat, co jest aktywno$cig znacznie krotsza,
niz czasteczki CO (szacowang na ponad 100 lat) (IPCC, 2022). Zwickszanie aktywnoSci
metanotroficznej gleb poprzez poprawe ich wlasciwosci, przyniesie wymierne efekty w postaci
szybszego usuwania metanu z atmosfery, ograniczajac tym samym efekt cieplarniany
(Sengupta i Dick, 2017).

1.2.2. Rola, zrédla i emisja ditlenku wegla

Ditlenek wegla (CO2) zostat odkryty przez brytyjskiego chemika Josepha Blacka
w 1755 roku. W toku dalszych eksperymentéw badaczowi udato si¢ okresli¢ naturalne zrodta
emisji tego gazu takie jak oddychanie tlenowe oraz proces fermentacji (West, 2014). Masa
molowa CO; to 44,01 g mol™. W temperaturze pokojowej jest bezbarwnym i bezwonnym
gazem o niskiej reaktywnosci, niepalnym, ci¢zszym od powietrza i dobrze rozpuszczalnym
w wodzie (National Center for Biotechnology Information, 2005). Wtasciwosci te sprawiaja,
ze znajduje on szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym (np. przy produkcji napojow
gazowanych), hutniczym (przy spajaniu metali), ratownictwie (jako $srodek gasniczy), czy
przechowalnictwie (jako chlodziwo i1 skladnik atmosfery w przechowalniach Zywnosci).
Ditlenek wegla przyczynia si¢ do wzrostu temperatury na Ziemi. Dzigki swojej wysokiej
przepuszczalnosci dla promieniowania krétkofalowego (o diugosci fali ponizej 4 nm)
docierajacego ze Stonca i ogrzewajacego Ziemie, przy jednoczesnej zdolnosci do intensywnego
pochtaniania promieniowania podczerwonego (o dtugosci fali w zakresie 14-16 um), ktore
zostaje wypromieniowywane z powierzchni Ziemi i zatrzymywane w troposferze, ditlenek
wegla, prowadzi do spotegowania efektu cieplarnianego (Donohoe i in., 2014). Szacunkowy
wplyw COz2 na efekt cieplarniany wynosi okoto 20%, przy czym jest to jednoczesnie najwyzsza
warto$¢ wpltywu, sposrod wszystkich antropogenicznych gazoéw cieplarnianych (Cassia i in.,

2018; Popkiewicz i in., 2021).
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Podobnie jak w przypadku metanu, zrédta emis;ji ditlenku wegla do atmosfery (biorac
pod uwage jego pochodzenie) mozna podzieli¢ na dwie glowne grupy tj. zrodla biogeniczne
i antropogeniczne. Emisja biogenicznego CO: z gleby jest uwarunkowana szeregiem procesOw
biologicznych, sposréd ktorych mozemy wyrdzni¢ m.in. wymiane gazowg (respiracje)
prowadzong przez korzenie; aktywno$¢ metaboliczng mikroorganizméw glebowych, zwigzang
z rozkladem glebowej materii organicznej oraz respiracj¢ heterotroficzng fauny glebowej
(Kuzyakov, 2006; Qertel i in., 2016). Procesy te warunkuja obieg materii i przeptyw energii
w ekosystemie, a oznaczanie pozioméw emisji CO2, powstajagcych w toku tych procesow
stanowi cenne zrddto informacji o kondycji i funkcjonowaniu §rodowiska glebowego. Gleba,
bedaca zroédlem CO: odpowiada réwniez za pochtanianie tego gazu, gdyz CO2 pehi role
substratu w szeregu reakcji prowadzonych przez organizmy autotroficzne. Opracowanie
pelnych bilansow CO2 z gleby jest bardzo trudne, ze wzglgdu na ztozono$¢ Srodowiska
glebowego, specyfike procesow glebowych i rozproszenie zrodet emisji i pochtaniania COa.
Szacuje sig¢, ze gleba odpowiada za od 5% do nawet 20% globalnej emisji CO2 (Wu i in., 2019).

Jest jednak druga grupa zrdédel CO: zwigzana z dziatalnosciag czlowieka
(antropogeniczna), ktora wedlug szacunkéw odpowiada za 65% globalnej emisji tego gazu
(Pachauri i Meyer, 2014). Wsrod tej puli zrodet mozna wyrozni¢ produkcje energii elektryczne;j
i cieplnej z paliw kopalnych (24% wktadu w antropogeniczng emisje CO2), na kolejnych
miejscach jest uzytkowanie terendow rozumiane gtownie jako rolnictwo i lesnictwo (24%),
przemyst (21%), transport (14%), emisje zwigzane z innymi zrodlami energii (10%) oraz
budownictwo (6%) (Ciais i in., 2013; IPCC, 2014). Wedlug danych z 2021 roku, globalna,
roczna emisja CO, osiggneta poziom 34,9 Gt (Liu i in., 2022). Srednia roczna pula wegla,
wyemitowanego w wyniku spalania paliw kopalnych 1 zmian w sposobie uzytkowania gruntéw
jest na poziomie 10,7 Gt C. Wedlug szacunkéw rocznie do oceandéw trafia okoto
2,4 Gt C (22,4% antropogenicznej emisji), podczas gdy na ladzie zostaje zdeponowane okoto
3 Gt C (28%). W atmosferze pozostaje nieco mniej, niz potowa z tej puli, czyli 5,3 Gt C i to
wlasnie ta cz¢$¢ ma najwigkszy potencjat w tworzeniu efektu cieplarnianego (Redlin i Gries,
2021; Watson i in., 2020). W $wietle tych danych wazne sg wszelkie $rodki zaradcze,
prowadzace do ograniczenia emisji CO, do atmosfery. Jednak ograniczenie emisji to jedna
z mozliwosci, druga, réwnie potrzebng droga sa dziatania zwigkszajace pochtanianie

1 magazynowanie C w glebach, ktore wykazuja ku temu spory potencjat.
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1.2.3. Udzial $Srodowiska glebowego w obiegu gazéw cieplarnianych

Gleba jest jednym z naszych najcenniejszych zasobdéw. Stanowi $srodowisko zycia
edafonu, jest miejscem uprawy roslin, umozliwiajagc produkcje zywnosci, pelni wazng role
w retencji wody oraz jest rezerwuarem wegla i azotu (Nannipieri i in., 2003; Nieder i Benbi,
2008). Ztozono$¢ procesdOw zachodzacych w glebie warunkuje funkcje gleby, ktora moze by¢
zaréwno zrodtem, jak i pochtaniaczem gazéw cieplarnianych. Na to, ktory z proceséw bedzie
dominujgcy ma wptyw szereg czynnikow, takich jak: wilgotno$¢, temperatura, natlenienie i pH
gleby, dostepnos¢ sktadnikow odzywcezych, rodzaj gleby, sposdb uzytkowania gruntow oraz
klimat (Rysunek 1). Mnogos¢ czynnikow, ktore majg wptyw na bilans gazoéw cieplarnianych
sprawia, ze by okreslenie charakteru danej gleby wymaga indywidualnych badan wykonanych

na konkretnym obszarze wystepowania tej gleby (Ludwig i in., 2001; Oertel i in., 2016).
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Rysunek 1. Czynniki warunkujace emisje gazéw cieplarnianych z gleby (na podstawie

Oertel i in., 2016).

Gleby nie odpowiadaja jedynie za emisj¢ gazdéw cieplarnianych. Szczegdlnie gleby
naturalne lub utrzymane w dobrej kondycji, o wysokiej bioréznorodnosci i bogate w materi¢
organiczng moga petni¢ role pochtaniaczy CO2, CHs i N2O, mogac tym samym zréwnowazy¢

ilo$¢ wyemitowanego CO: iloScig pochtonigtego C (Serrano-Silva i in., 2014; Topp, 1993).
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Jednym z procesow, dzigki ktorym gleby przyjmuja role pochtaniaczy gazow cieplarnianych
jest metanotrofia. Proces biologicznego utleniania metanu zachodzi w natlenionych,
wierzchnich warstwach gleby. Prowadzony jest przez bakterie metanotroficzne, dla ktorych
metan jest zrodtem wegla i energii.

Gleby uzytkowane rolnicze wykazuja czgsto podwyzszong emisje COz oraz
zredukowang lub zahamowang aktywno$¢ metanotroficzna, jako efekt stosowanego nawozenia
azotowego (Ray i in., 2020; Saari i in., 2004). W obliczu postepujgcych zmian klimatu stwarza
to konieczno$¢ poszukiwania praktyk obnizajacych emisj¢ 1 zwigkszajacych pochtanianie
gazow cieplarnianych przez ekosystem gleby. Przeglad obszaréw ladowych Europy wykazat,
ze w latach 2000-2005 wigkszo$¢ gleb pochtaniata zblizone ilosci C, do tych emitowanych,
wykazujac neutralno$¢ klimatyczng. Jednoczes$nie odnotowano, ze intensyfikacja rolnictwa
i zwigkszenie puli azotu w glebie moze prowadzi¢ do odwrocenia tego trendu (Schulze i in.,
2009). Majac na uwadze wptyw gleb na emisj¢ gazow cieplarnianych, wazne jest racjonalne
gospodarowanie, umozliwiajgce wysoka produktywno$¢ przy jednoczesnym podtrzymaniu

jako$ci 1 neutralnos$ci gleby bilansie gazow cieplarnianych.
1.3. Bakterie metanotroficzne w Srodowisku glebowym

1.3.1. Ogoélna charakterystyka metanotrofow

Gleba stanowi wierzchnig warstwe skorupy ziemskiej, jest ukladem trojfazowym
w ktorym faza stata, ciekla 1 gazowa wzajemnie si¢ przenikaja i na siebie oddziatywuja. Glebe
tworzg przede wszystkim czgstki mineralne, organiczne oraz organiczno-mineralne, woda
1 powietrze wypetniajace przestrzenie pomigdzy czastkami statymi (Bednarek i in., 2011; Kus,
2015). Gleba nie jest jednak wytacznie zbiorem materii nicozywionej, lecz jest ksztattowana
przez mikroorganizmy i zwierz¢ta bytujace w jej przestrzeni. Stanowi rowniez miejsce Wzrostu
i rozwoju flory, ktora w znacznym stopniu wptywa na kondycje gleby (Blume i in., 2016).

Mikrobiota glebowa stanowi zdecydowanie najliczniejszg, najroznorodniejszg, lecz
jednoczes$nie najstabiej rozpoznang grupe organizméw tworzacych edafon. Rozwoj technik
biologii molekularnej pozwala na coraz lepsze poznanie biordznorodnosci Srodowiska
glebowego (Guerrero-Cruz i in., 2021). Gleba jest rezerwuarem zaréwno pozytecznych, jak
i potencjalnie niebezpiecznych mikroorganizmow, stanowigcych cenne obiekty badawcze dla
naukowcoOw zajmujacych si¢ badaniami §rodowiskowymi. Majac na uwadze wspodtczesne
wysitki na rzecz sprostania zatozeniom Europejskiego Zielonego tadu, mowigcym

o osiggnieciu neutralnosci klimatycznej przez kraje Wspdlnoty Unii Europejskiej do roku 2050,
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szczegblnie istotne jest poszerzenie wiedzy o mikroorganizmach mogacych by¢ naszymi
»Sprzymierzencami” w ograniczeniu emisji gazéw cieplarnianych oraz ochronie jakosci gleb
uprawnych (Conrad, 1996; Komisja Europejska, 2022).

Takimi mikroorganizmami sg z pewnoscig tlenowe bakterie metanotroficzne
(metanotrofy), o ktérych pierwsze wzmianki w literaturze pojawity si¢ juz w 1906 roku
(Chistoserdova, 2018). Metanotrofy tlenowe to Gram-ujemne bakterie, wykorzystujace metan
jako gtowne zrodlo wegla 1 energii, dzigki czemu odgrywaja kluczowa role w globalnym cyklu
tego gazu. Pod wzgledem taksonomicznym, metanotrofy tlenowe zaliczane sg do
Proteobacteria (tj. Gammaproteobacteria i Alphaproteobacteria) oraz Verrucomicrobia
(Guerrero-Cruz i in., 2021).

Réznice w strukturze 1 potozeniu rozwinigtych bton wewnatrzplazmatycznych,
umiejscowionych w komorkach bakterii metanotroficznych pozwolilty na wyrdznienie ich
trzech gtéwnych typow: I, I i X. Bakterie nalezace do typu I oraz X charakteryzuja si¢
centralnym utozeniem blon wewnatrzplazmatycznych, tworzacych charakterystyczne stosy,
natomiast w metanotrofach typu Il rozwinigte blony wewnatrzplazmatyczne sa potozone
peryferyjnie, wzdtuz btony komodrkowej. Analiza filogenetyczna wykazata powigzanie typu I
i typu X z Gammaproteobacteria, a typu Il z Alphaproteobacteria (Daszczynska
i Matlakowska, 2021; Furtak, 2017; Hanson i Hanson, 1996). Gammaproteobacteria
reprezentuja  bakterie z rodzaju Methylococcus, Methylomonas, Methylobacter,
Methylomicrobium,  Methylosarcina, = Methylocaldum,  Methylogea, = Methylosoma,
Methyloparacoccus, Methyloglobulus, Methyloprofundus, Methylomarinum, Methylovolum,
Methylomagnum, Methylosphaera. Methylothermus, Methylohalobius i Methylomarinovum.
Do Alphaproteobacteria naleza metanotrofy z rodzaju Methylosinus, Methylocystis,
Methylocella, Methylocapsa, Methyloferula. Verrucomicrobia obejmuja bakterie z rodzaju
Methylacidiphilum i Methylacidimicrobium (Felice i in., 2018; Guerrero-Cruz i in., 2021; La
i in., 2018a; Oshkin i in., 2020; Strong i in., 2015).

Biologiczne utlenianie metanu jest ztozonym procesem, w ktorym pierwszy etap to
utlenienie metanu do metanolu katalizowane przez specyficzny dla metanotrofow enzym -
monooksygenazg metanowa (ang. methane monooxygenase - MMO). MMO moze wystgpowaé
w dwoch wariantach, jako: cytoplazmatyczna rozpuszczalna monooksygenaza metanowa (ang.
soluble methane monooxygenase - SMMO) lub monooksygenaza blonowa (ang. particulate
methane monooxygenase - pMMO). pMMO ze wzgledu na swoja powszechnos¢ (wystepuje
w niemal wszystkich typach metanotrofow, wyjatek stanowig bakterie z rodzaju Methylocella),

wysokg specyficzno$¢ substratowg oraz aktywno$¢ w utlenianiu metanu jest uznawana za
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funkcjonalny biomarker bakterii metanotroficznych (Bédard i Knowles, 1989; Chowdhury
I Dick, 2021). W metanotrofach typu Il i X wystepuje pMMO oraz sMMO. Aktywnos¢ pMMO
jest determinowana dostepnoscig jonéw miedzi w srodowisku, natomiast aktywnos¢ sMMO
jest zalezna od puli jonow zelaza, ktore zajmuja miejsca w centrach aktywnych poszczegolnych
enzyméw. Wykazano, ze optymalna dostepnoéé Cu?* jest skorelowana z wysoka aktywnoscia
PMMO, lecz w warunkach niedoboru Cu?* wzrastata aktywno$¢ sMMO (Zhang i in., 2009;
Zhuiin., 2022).

MMO rozrywa podwoéjne wigzanie w czgsteczce tlenu, a powstate w ten sposob atomy
tlenu sg przylaczane do metanu, prowadzac do powstania metanolu oraz czasteczki wody.
Nastepnie metanol zostaje utleniony do formaldehydu przez peryplazmatyczng dehydrogenazg
metanolowa (ang. periplasmic methanol dehydrogenase - MDH), a powstaty formaldehyd
ulega konwersji do mréwczanu przy udziale dehydrogenazy formaldehydowej
(ang. formaldehyde dehydrogenase - FADH). Koncowym etapem utleniania metanu jest
enzymatyczna kataliza kwasu mrowkowego (mrowczanu) do ditlenku wegla i wody,
prowadzona przez dehydrogenaz¢ mréwczanowg (ang. formate dehydrogenase - FDH) (Bédard
i Knowles, 1989; Hanson i Hanson, 1996; Zhang i in., 2011). Caly proces zostal przedstawiony
na Rysunku 2.
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Rysunek 2. Przebieg szlakow metabolicznych prowadzonych przez metanotrofy typu I i II. Objasnienie
powyzszych skrotow: pMMO - monooksygenaza metanowa zZwigzana z btona;
SMMO - cytoplazmatyczna rozpuszczalna ~monooksygenaza metanowa; NADH - dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy; CytC - cytochrom c¢; MDH - peryplazmatyczna dehydrogenaza metanolowa; FADH -

dehydrogenaza formaldehydowa; FDH - dehydrogenaza mréwczanowa (na podstawie Hanson i Hanson, 1996).

26



Bakterie metanotroficzne moga prowadzi¢ asymilacje wegla z metanu
z wykorzystaniem szlaku rybulozo-monofosforanowego (ang. ribulose monophosphate
pathway - RuMP) lub serynowego (Rysunek 2). Metanotrofy typu I prowadza dalsza
transformacje¢ formaldehydu szlakiem RuMP, podczas gdy bakterie nalezace do typu Il uzywaja
do tego celu szlaku serynowego. Bakterie typu X charakteryzuja si¢ mozliwoscia
wykorzystania obu tych szlakow asymilacyjnych oraz dodatkowo szlaku rybulozo-
bisfosforanowego (ang. ribulose bisphosphate pathway - RuBP), przy czym wiodaca role petni
szlak RuMP. Niektore opracowania rdznicujg typ I metanotroféw na podtypy la i Ib (Danilova
I in., 2016; Furtak, 2017; Shiau i in., 2018). Roéznice metaboliczne pomigdzy typami
metanotrofow majg swoje przelozenie na ich mozliwosci asymilacji CHa, ktore sa znacznie
wigksze u bakterii typu Il (Strong i in., 2015).

Metanotrofy sa zdolne do bytowania w warunkach szerokiej palety stezen metanu.
Mozna wyr6zni¢ bakterie o wysokim powinowactwie do CHa, ktére zasiedlajg srodowiska
0 niskim (atmosferycznym) stezeniu tego gazu oraz metanotrofy o niskim powinowactwie do
metanu, preferujace bytowanie w warunkach podwyzszonego, nawet
kilkudziesiecioprocentowego stezenia CHa (Bédard i Knowles, 1989; Pytlak i in., 2012).
Tradycyjnie przyjmowano, ze bakterie metanotroficzne typu I charakteryzuja si¢ wysokim
powinowactwem wobec metanu, preferujac za to srodowiska bogate w tlen. Natomiast typ II
reprezentowaty metanotrofy o niskim powinowactwie, zasiedlajace srodowiska w ktorych to
podwyzszone  stezenie CHs  kontrastowalo z  obnizona  zawarto$cig  tlenu
(Strong i in., 2015). Obecnie jednak coraz wigcej wskazuje na potencjalng zmiennosé
powinowactwa w grupie bakterii typu Il, uzaleznionego od warunk6éw dostepnosci substratu
(Dunfield i in., 1999; Strong i in., 2015; Walkiewicz i in., 2012). Bakterie metanotroficzne
preferuja $rodowiska, w ktorych wystepuje swoista rownowaga pomiedzy warunkami
tlenowymi i beztlenowymi. Proces metanotrofii prowadzony przez te bakterie polega na
utlenianiu metanu do ditlenku wegla w obecnosci tlenu atmosferycznego. Okresowe warunki
beztlenowe, sprzyjaja procesowi metanogenezy i tym samym zwigkszajg dostepnos¢ substratu
dla metanotrofow. Z drugiej strony istotny jest dostep tlenu petnigcego role terminalnego
akceptora elektronow. Z tego wzgledu bakterie metanotroficzne licznie zasiedlaja zaréwno
ladowe, wodne, jak 1 podziemne ekosystemy, w ktorych strefy tlenowe 1 beztlenowe przenikaja
si¢, takie jak bagna, torfowiska, podmokte pola uprawne (pola ryzowe), wysypiska $mieci,
osady jeziorne, a nawet ztoza geologiczne (Guerrero-Cruz i in., 2021; Pytlak i in., 2014; Reim
i in., 2012).
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Ostatnie trzydziesci lat badan zaowocowato poznaniem wielu ekstremofilnych bakterii
metanotroficznych, mogacych funkcjonowa¢ w skrajnie niskich (np. panujacych na
torfowiskach Arktyki, okoto 10 °C) lub wysokich temperaturach (np. w S$rodowiskach
geotermalnych, si¢gajacych okoto 70 °C) (Chistoserdova, 2018). Odkryto, iz niektore
metanotrofy s3 zdolne przetrwaé w warunkach wysokiego zasolenia (halofile) i/lub
zakwaszenia (pH < 5) (Stepniewska i in., 2014). Srodowiska o ekstremalnie wysokiej
temperaturze 1 kwasnym odczynie sg mozliwe do zasiedlenia przez bakterie typu
Verrucomicrobia (Daszczynska i Matlakowska, 2021). Niemniej wiekszo$¢ poznanych bakterii
metanotroficznych wykazuje optimum wzrostu w temperaturze 20-30 °C (Hanson i Hanson,
1996) oraz przy zblizonym do obojetnego odczynie (6,8-7,0) (Amaral i in., 1998; Reddy i in.,
2020). Wilgotno$¢ optymalna dla procesu metanotrofii jest trudna do wskazania, poniewaz jest
zalezna od czynnikow takich jak rodzaj gleby oraz zasobno$¢ w materi¢ organiczna. Zrodta
podaja warto$¢ w zakresie od 50 do 70% WHC (zdolnos$¢ zatrzymywania wody z ang. water
holding capacity), jako optymalng dla mikrobioty glebowej (Gul i in., 2015; Skopp i in., 1990;
Walkiewicz i in., 2020).

Optymalne stgzenie metanu jest zalezne od wielu czynnikow, begdzie rdzne chociazby
dla bakterii metanotroficznych nalezacych do I i II typu. Optymalng wartos¢ w danych
warunkach glebowych mozna wskaza¢ postugujac si¢ kinetyka Michaelisa-Mentena (Reddy
i in., 2014; Walkiewicz i in., 2012). W kwestii stezenia O2 - podobnie jak w przypadku CHa,
warto$¢ ta jest trudna do jednoznacznego wskazania oraz zalezna chociazby od powinowactwa
do metanu bakterii zasiedlajacych okreslone srodowisko. Metanotrofy wykazujace wysokie
powinowactwo do metanu (typ 1) preferuja na ogdt wyzsze stgzenia tlenu, natomiast bakterie
typu II ze wzgledu na niskie powinowactwo do CHs z powodzeniem prowadza reakcje
metaboliczne w nizszych st¢zeniach tlenu (Strong i in., 2015). Wykazano, iz gleby orne
charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywno$¢ metanotroficzng w warunkach umiarkowanie
ograniczonej dostgpnosci O2 w atmosferze (5-10% obj.), niz przy skrajnie niskich (2% obj.) lub
wysokich stezeniach Oz (20% obj.) (Walkiewicz i in., 2018). Niektore metanotrofy nalezace do
Gammaproteobacteria np. z rodziny Methylobacter sg przystosowane do utleniania metanu
w warunkach bardzo ograniczonej zasobnos$ci srodowiska w O2 rzgdu kilku nM (Guerrero-Cruz
iin., 2021). Mozliwe jest utlenianie metanu w warunkach trwale beztlenowych, mowa wowczas
0 procesie beztlenowego utleniania metanu (Daszczynska i Matlakowska, 2021; Strong i in.,
2015). Odpowiadajace za nie mikroorganizmy stanowig jednak odrgbna, zréznicowang grupe,

zarowno pod wzgledem metabolicznym jak i taksonomicznym.
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Pewna role w regulacji aktywnosci metanotrofow odgrywa takze stezenie CO», jednak
informacje w tej kwestii sg niejednoznaczne. Z jednej strony wykazano pozytywny wptyw CO2
na wzrost aktywnos$ci metanotroficznej (Acha i in., 2002), jednak pojawiajg si¢ réwniez
informacje o jej obnizeniu W glebach leSnych w warunkach podwyzszonego stezenia CO>
(Philips i in., 2001). Z drugiej strony dlugotrwate badania prowadzone na uzytkach zielonych
nie wykazaty istotnego wptywu wysokiego st¢zenia CO2 na strumien CHg (Karbin i in., 2015).

Waznym czynnikiem warunkujagcym funkcjonowanie bakterii metanotroficznych jest
dostepnos¢ azotu (np. nawozenie). Wiele prac wskazuje na stymulujaca rolg azotu dla rozwoju
spoteczno$ci metanotroficznych, a niski poziom tego pierwiastka jest podawany jako jeden
z glownych czynnikow limitujacych aktywno$¢ metanotroficzna w glebie (Bodelier i in., 2000;
Fangiin., 2014; Lai in., 2018a). Jednoczes$nie mocznik jest uwazany za nawoz niesprzyjajacy
metanotrofii, ze wzgledu na zawarto$¢ azotu w formie amidowe;j, ktéra w pierwszym etapie po
aplikacji do gleby przechodzi w form¢ amonowa (Zheng i in., 2008). Ze wzgledu na podobng
strukture chemiczng metanu i jonu amonowego, NH4" moze konkurowaé z metanem o wigzanie
przez monooksygenaze metanowa (Bédard i Knowles, 1989; Zheng 1 in., 2008). Stad
nawozenie azotowe czesto powoduje inhibicj¢ lub redukcje aktywnosci metanotroficznej
w glebach uprawnych.

Niestety intensyfikacja rolnictwa moze wywotywac niekorzystny wptyw na warunki
bytowania mikroorganizméw w §rodowisku glebowym. Majac na uwadze klimatotworcza role
mikroorganizmoéw glebowych, nalezy dazy¢ do opracowania technik agronomicznych

0 neutralnych, badz o pozytywnym wplywie na bakterie metanotroficzne.

1.3.2. Charakterystyka bakterii metanotroficznych z rodzaju Methylosinus, Methylocystis,
Methylobacter, Methylomicrobium i Methylocaldum

Dla lepszego zobrazowania roznorodnosci bakterii metanotroficznych, ponizej
przedstawiono charakterystyke wybranych rodzajow bakterii metanotroficznych o kluczowym
charakterze dla prowadzonych badan.

Bakterie z rodzaju Methylosinus nalezg do rodziny
Methylocystaceae klasy Alphaproteobacteria. Bakterie te zostaly wyizolowane z szerokiej
gamy siedlisk, w tym m.in. gleb wyzynnych i terenow podmoktych (Oshkin i in., 2020). Sa to
Gram-ujemne, katalazododatnie, wytwarzajace oksydaze cytochromowa, przetrwalnikujace
bakterie o gruszkowatym ksztatcie 1 wielkosci ok 0,5-1,5 pum. Mikroorganizmy te sa

mezofilne 1 neutrofilne, wykazujg zdolno$¢ wzrostu w temperaturze od 10 do 40 °C
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(przy optimum w 30 °C) oraz w szerokim zakresie pH 5,5-9,0 (optymalnie przy pH 6,5-7,0).
Wyizolowane dotychczas szczepy Methylosinus sg $cisle metanotroficzne i bezwzglednie
tlenowe, ich wzrost zostaje ograniczony gdy poziom tlenu spadnie ponizej 0,5%. Bakterie
z rodzaju Methylosinus sg zdolne metabolizowa¢ amoniak i azotany, a takze sa zdolne do
wigzania azotu atmosferycznego. Bakterie te sa takze zdolne do produkcji zar6wno
rozpuszczalnej monooksygenazy metanowej, jak i zwigzanej z blonami formy MMO. Sa
metanotrofami typu II, czyli charakteryzuja si¢ peryferyjnym, réwnolegtym do btony
komoérkowej rozmieszczeniem rozwinigtych blon wewnatrzplazmatycznych (Daszczynska
I Matlakowska, 2021; Furtak, 2017). Najlepiej poznanymi gatunkami z rodzaju Methylosinus
sg m.in. M. trichosporium oraz M. sporium (Bowman i in., 2015; Stein, 2018).

Methylocystis to rodzaj bakterii pod wieloma wzgledami bardzo podobny do
Methylosinus. Bakterie Methylocystis to mezofilne, neutrofilowe i niehalofilowe preciki
o wymiarach 0,3-0,5 x 0,5-1,5 um. Sg to aeroby obligatoryjne, przetrwalnikujace,
wykorzystujace metan i metanol jako zrédto wegla 1 energii, nalezg do metanotrofow typu 11
i wytwarzaja SMMO (Bowman, 2015; Dedysh i Knief, 2018). Do tej pory wyizolowano
i opisano 6 gatunkow Methylocystis: Mc. parvus, Mc. echinoides, Mc. rosea, Mc. heyeri, Mc.
hirsuta i Mc. bryophila sp. (Oshkin i in., 2020).

Metanotrofy z rodzaju Methylobacter sa kolejnym przyktadem bakterii tlenowych,
niemniej jednak przedstawiciele tego rodzaju chetnie rozwijaja si¢ réwniez w warunkach
hipoksji. Bakterie te kolonizuja osady stodkowodnych jezior i rzek, tereny podmokte, osad
czynny oraz $cieki (Chistoserdova, 2018). Sa to Gram-ujemne mikroby o ksztalcie kulistym lub
eliptycznym o wymiarach 0,8-1,5 x 1,2-3,0 um, ktére moga wystepowac pojedynczo, parami
lub w formie tancuszkéw w fazie logarytmicznego wzrostu. Niektore wykazujg zdolnos¢ do
ruchu dzigki obecnos$ci wici polarnej. Szczepy te maja zdolno$¢ sporulacji z wytworzeniem
struktury spoczynkowej - cysty. Bakterie te sg oksydazo- i katalzododatnie oraz wykazuja
optimum wzrostu w temperaturze 30 °C i pH ok 7. Niektore bakterie z tego rodzaju sa
halofilne. Metan jest utleniany z udzialem pMMO, nie wykazano obecnosci sMMO. Jako
zrodlo azotu Methylobacter moga wykorzystywaé sole azotanowe i amonowe, ekstrakt
drozdzowy i r6zne aminokwasy, nie sg jednak zdolne do wigzania azotu atmosferycznego
(Collins i in., 2017).

Bakterie z rodzaju Methylomicrobium naleza do Gammaproteobacteria, rzedu
Methylococcales, rodziny Methylococcaceae. To Gram-ujemne pateczki, chociaz wystepuja
takze w formie ziarniakéw i elipsoid o wymiarach 1,2-1,3 pum x 2,0-3,0 um. Posiadaja

pojedyncza wic¢ polarng badz sa urzesione peritrichalnie, co zapewnia im zdolno$¢ do ruchu.
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Czesto zwigzane z ekosystemami o duzym zasoleniu (OCeanami, stonymi jeziorami sodowymi),
lecz sa t¢z obecne takze w wodach stodkich i glebach. Methylomicrobium nie wytwarzaja form
spoczynkowych. Sg to bakterie przewazanie mezofilne, preferujagce wysokie pH Srodowiska
w przedziale 9-10,5. Posiadajg dwie formy monooksygenazy metanowej (PMMO i SMMO).
Jako zrodta azotu wykorzystuja azotany i sole amonowe, a niektoére gatunki moga
wykorzystywa¢ mocznik, metyloaming i aminokwasy (Dedysh i Knief, 2018; Kalyuzhnaya,
2016).

Methylocaldum to Gram-ujemne, wystepujgce w formie pateczkowatej lub kokoidalnej,
termofilne (rozwijajg si¢ w temperaturze > 20 °C) bakterie. Sg przetrwalnikujace, wykazuja
zdolno$¢ do wytwarzania cyst. W pdznej fazie wzrostu wyktadniczego wystepuja w postaci
tancuszka. Zazwyczaj sa to bakterie zdolne do ruchu, kolonizujace glebg, gorace zrodta i osady
morskie. Jako Zrodlo wegla i energii wykorzystuja metan, ktory utleniajg dzigki pMMO.
Szczepy te nie posiadaja zdolnoséci wigzania azotu atmosferycznego (Dedysh i Knief, 2018;
Takeuchi, 2016).

1.4. Biowegiel jako dodatek do gleby
1.4.1. Produkcja biowegla - uzasadnienie i przebieg procesu

Globalne trendy populacyjne wyraznie wskazuja, iz wzrost produkcji i konsumpcji
zywnosci jest nieunikniony (Sadigov, 2022; Van Bavel, 2013). Rolnictwo, ktore juz teraz
mierzy si¢ z wieloma wyzwaniami takimi jak: wzrost kosztow produkcji, spadek
produktywnosci gleb, czy coraz czgstsze kleski zywiotowe, bedzie musiato szuka¢ kolejnych
sposobow na podniesienie produkcji przy jednoczesnym zachowaniu jakosci gleby (Jastrzgbska
I in., 2022). Wysitki rolnikéw sprawiajg, ze wraz z powierzchnig upraw oraz plonem wzrasta
ilos¢ reszek pozniwnych, wymagajacych racjonalnego zagospodarowania (Blomquvist i in.,
2020; Malorgio i Marangon, 2021). Pomocne w ukazaniu skali tego zjawiska moze by¢
przesledzenie zmian powierzchni wybranych upraw, jakie zaszly na obszarze naszego kraju
w ciggu ostatnich 17 lat (od 2004 do 2021 roku). W 2004 roku Polska wstapita do Unii
Europejskiej, zapoczatkowujac tym samym konkurencje rodzimego rolnictwa z branza rolniczg
pozostatych panstw Wspolnoty Europejskiej. Z jednej strony zmiany w strukturze zasiewow,
ktore zaszty na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat, odpowiadaja potrzebom rodzimego
rolnictwa, za$ z drugiej ukazujg ogdlnoeuropejskie trendy 1 dostarczajg posrednich informacji

0 zapotrzebowaniu na racjonalne sposoby zagospodarowania odpadow w najblizszych latach.
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W Tabeli 1 przedstawiono poréwnanie arealu upraw oraz zebranych plonéw dla 2004 oraz 2021

roku (Gtowny Urzad Statystyczny, 2022, 2005).

Tabela 1. Zestawienie areatu i plonéw z wybranych upraw prowadzonych na terenie Polski w 2004 i 2021 r.

(Gléwny Urzad Statystyczny, 2022, 2005).

Zmiany Zmiany
Rodzaj Areal Areal w w powierzchni Zbiory Zbiory w zbiorach
uora w 2004 r. 2021 r. upraw pomiedzy w 2004 r. w 2021 r. pomiedzy
prawy (ha) (ha) 2004 i 2021 1. (dt*) (dt) 2004 i 2021 1.
(%) (%)
Pszenica
2310742 2390524 98 924 822 121190 209
(ogodtem)
Zyto 1549 637 761 641 -50,85 42 807 159 25197 352 -41,14
Jeczmien 1013903 721 164 -28,87 35707 872 30177 856 -15,49
Owies 519734 527 405 14 304 676 16 559 102
Pszenzyto
1058 193 1281 601 37 232712 54 508 343
(ogotem)
Kukurydza
) 411 704 998 469 23 440 274 74 607 050
(na ziarno)
Ziemniaki 713 250 235 829 -66,94 139 986 544 70 814 626 -49,41
Buraki
292 402 250 569 -14,31 124 991 748 152 738 455
cukrowe
Rzepak
o 538 222 993 412 16329189 31911770
i rzepik
Inne
ro$liny 21 869 37979 283 015 596 768
oleiste
Rosliny
straczkowe 35710 120 243 766 293 2840210
(jadalne)
Maliny 14 169 19 752 568 347 1038 860
RAZEM 8479535 8338588 -1,66 535342651 582 180 601

*dt - decytona (100 kg)

Na podstawie danych w powyzszej tabeli mozna wysnu¢ kilka kluczowych trendow

w produkcji roslinnej. Przede wszystkim mozna zaobserwowac spadek arealu zyta, jgczmienia

1 roslin okopowych (ziemniakow 1 burakéw cukrowych) na rzecz wzrostu powierzchni upraw

pszenicy, owsa, pszenzyta, Kukurydzy, rzepaku i rzepiku, innych roélin oleistych, roslin

straczkowych oraz malin. W wigkszoséci przypadkow zwiekszenie powierzchni upraw
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koresponduje ze zwigkszeniem zbioréw danej uprawy. W 2021 roku udato si¢ wypracowac
wigkszy zbior burakéw cukrowych, pomimo zmniejszenia areatu upraw. Podsumowujac
w 2021 r. odnotowano niewielki spadek powierzchni wybranych upraw o 1,66%, przy
jednoczesnym wzro$cie zbiorow o 8,75%. Niniejsze zestawienie dostarcza rowniez posrednich
danych o rodzaju i dostgpnosci resztek pozniwnych, wymagajacych zagospodarowania.
Zwickszenie arealu danej uprawy o kazdy hektar oraz plonu o kazda decytong wiaze si¢
z wygenerowaniem od kilku do kilkunastu ton suchej masy resztek pozniwnych (He i in., 2022;
Shaukat i in., 2021). Ogromnym zasobem biomasy wymagajacej zagospodarowania sg rOwniez
odpady drzewne (bgdace gltownie odpadami przemystowymi, drewnem pouzytkowym,
odpadami z gospodarki lesnej i upraw rolniczych), ktorych roczna pula w Polsce jest szacowana
na okoto 18 min m® (Kurowska, 2016).

Najczesciej stosowanymi metodami zagospodarowania biomasy odpadowej sa spalenie
lub pozostawienie na polu i zmieszanie ich z gleba podczas zabiegow agrotechnicznych
prowadzonych po zbiorach plondéw. Istnieje jednak kilka istotnych przeciwwskazan takiego
postgpowania. Spalanie pozostatosci roslin po zbiorach, ktore zazwyczaj odbywa si¢ na polu
niszczy ekosystem wraz z zasiedlajacymi go organizmami, powoduje wzrost zanieczyszczenia
powietrza (poprzez emisj¢ pylow, dymow i1 gazow cieplarnianych), wyjatawia glebe 1 zwicksza
ryzyko pozarow. Taka praktyka wigze si¢ rdwniez z wygenerowaniem wysokiego $ladu
weglowego, co jest sprzeczne z przyjetymi strategiami klimatycznymi (Chen i in., 2022).
Pozostawienie odpadoéw w glebie rowniez ma swoje stabe strony i w pewnych przypadkach jest
niewskazane. Zwigkszona podaz materii organicznej w postaci nawozow naturalnych 1 resztek
pozniwnych jest obok nawozenia mineralnego jedng z glownych przyczyn duzego
nagromadzenia azotu i pozostatych pierwiastkéw biogennych w glebie. Wysoki poziom azotu
prowadzi do obnizenia pH gleby, dlatego tez czeste pozostawianie resztek pozniwnych na
intensywnie uzytkowanych kwasnych glebach moze przynies¢ dalsze poglebienie problemu
z zakwaszeniem gleb. Ponadto niskie pH gleby jest jednym z czynnikow ograniczajacych
aktywno$¢ mikrobiologiczng 1 proces mineralizacji, tym samym zmniejszajacych szybkos¢
dekompozycji materii organicznej i prowadzac do jej zalegania w glebie (Ritchie i Dolling,
1985; Zhang i in., 2020). Resztki pozniwne mogg by¢ rowniez siedliskiem patogenow
1 szkodnikéw upraw, a w takim przypadku powinno unika¢ si¢ wprowadzania ich do gleby, bez
uprzedniej inaktywacji (Ma i in., 2020).

Tu z pomoca przychodza techniki stosowane juz przez Indian z czasow
prekolumbijskich, ktorzy zainicjowali wyrdb 1 wprowadzanie wegla drzewnego do ubogich

gleb strefy mig¢dzyzwrotnikowej w celu poprawy ich produktywnosci (Lehmann, 2009).
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Powstanie gleb, nazwanych Terra Preta zostato zainicjowane okoto 2 500 lat temu i mimo,
iz te tereny nie sg juz uzytkowane i wzbogacane weglem drzewnym od setek lat, to nadal
wyrozniajg si¢ wysoka zawarto$cig wegla organicznego oraz zyzno$cig w poréwnaniu
z okolicznymi glebami regionu tropikalnego. Terra Preta to element dziedzictwa kulturowego,
ktorego fenomen jest wcigz badany, a biowegiel (stosowany obecnie jako alternatywa dla wegla
drzewnego) stuzy ochronie i rekultywacji wspotczesnie uzytkowanych gleb (Lehmann
i Rondon, 2006; Schmidt i in., 2021; Trimble, 1851).

Biowegiel jest produktem powstalym w wyniku poddania biomasy procesowi obrobki
termicznej, prowadzonej przy niskiej dostgpnosci lub bez dostepu tlenu (Chira i Bhattacharya,
2019; Lehmann, 2007). NajczeSciej wykorzystywang biomasg do produkcji biowegla sg resztki
pozniwne, odpady poprodukcyjne pochodzace =z rolnictwa, le$nictwa 1 przemyshu
spozywczego, state odpady komunalne oraz nawozy organiczne. Ekonomicznie i etycznie nie
jest uzasadniona produkcja biowggla z materiatow, ktére moga by¢ wykorzystane w inny
sposob, jak chociazby ziarno zdatne do celéw konsumpcyjnych lub paszowych (Kubaczynski
iin., 2020; Tomczyk i in., 2020). Biowegiel jest produkowany w procesie pirolizy, karbonizacji,
gazyfikacji i toryfikacji (Bridgwater, 2012). Piroliza to najwcze$niej poznany
I najpopularniejszy proces uzywany w produkcji biowegla. Produkcja biowegla z biomasy
ros§linnej polega na odparowaniu wody i termicznym rozktadzie ztozonych zwigzkow
organicznych (gléwnie: celulozy, hemicelulozy 1 ligniny) do prostszych 1 mniejszych
czasteczek, prowadzonym bez dostgpu tlenu. Wraz z narastaniem temperatury procesu
degradowane sa kolejne sktadniki strukturalne biomasy ro$linnej. Podgrzanie biomasy do
temperatury okoto 200 °C skutkuje odparowaniem wilgoci 1 pozbyciem si¢ substancji lotnych
o niewielkiej masie czasteczkowej. Dalszy wzrost temperatury do 500 °C prowadzi do
degradacji celulozy i hemicelulozy, natomiast powyzej tej temperatury nastgpuje rozktad
ligniny oraz pozostatej trwatej materii organicznej (Ding i in., 2014; Lin i in., 2009). Piroliza
prowadzi do otrzymania produktow bedacych w trzech stanach skupienia: statym (biowegiel),
ciektym (olej pirolityczny bedacy mieszaning weglowodorow, woda) 1 gazowym (gaz
pirolityczny bedacy mieszaning lotnych weglowodorow, ditlenek wegla, tlenek wegla 1 wodor).
O proporcjach migdzy uzyskiwanymi produktami decydujg glownie parametry prowadzone;j
pirolizy. Temperatura procesu, szybkos$¢ przyrostu temperatury (ogrzewania biomasy) oraz
czas prowadzonego procesu decyduje o tym jakie sg proporcje migdzy otrzymywanymi
produktami pirolizy. Biorac pod uwage te parametry mozna roéwniez wyr6zni¢ pirolize
klasyczng (wolng), szybka i btyskawiczng (Demirbas i Arin, 2002; Yaashikaa i in., 2020).

Najbardziej uzyteczng w procesie produkcji biowegla jest piroliza klasyczna, prowadzona na
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og6t w temperaturze 350-800 °C, w ktorej szybkos¢ przyrostu temperatury jest najwolniejsza
(0,1-1 °C s1), a sam proces przebiega najdhuzej (powyzej 10 minut). Tak prowadzona piroliza
pozwala na uzysk biowegla na poziomie nawet 35%, a udzial produktow w stanie ciektym
i gazowym to odpowiednio 35 i 30% (Demirbas i Arin, 2002; Sohi i in., 2010; Tomczyk i in.,
2020).

Poprzez parametry pirolizy mozna ksztaltowaé zarowno ilo§¢ uzyskiwanych
produktow, jak réwniez ich wlasciwosci. Rodzaj materialu wsadowego 1 parametry
prowadzenia pirolizy w kluczowym stopniu determinujg wlasciwosci biowegla, poprzez
stopniowg degradacje struktury i wigzan chemicznych biomasy. Modelowanie parametrow
procesu pozwala na produkcje biowegla o pozadanych wilasciwosciach, odpowiadajagcym
wybranemu sposobowi zastosowania (Demirbas i Arin, 2002; Lu i in., 2021). Podwyzszenie
temperatury pirolizy prowadzi do zwigkszenia m.in. zawartosci wegla, powierzchni wlasciwej,
objetosci pordw, pojemnosci wymiany kationowej (ang. cation exchange capacity - CEC)
I popielnosci, jednoczes$nie powoduje obnizenie zawartosci pierwiastkow lotnych takich jak H,
O 1 S oraz hydrofobowosci. Wyzsza temperatura powoduje rowniez zwigkszenie stabilno$ci
biowegla, jednak kosztem zmniejszonego uzysku masy produktu (Beusch, 2021; Chatterjee
i in., 2020; Xiao i in., 2018). Wptyw materialu wsadowego na wilasciwosci biowegla jest
w gltéwne] mierze determinowany przez wilgotno$¢ i réznice w skladzie surowcow,
wykorzystywanych w procesie pirolizy. Dla zachowania wydajnosci procesu na wysokim
poziomie wazne jest, by wilgotno$¢ biomasy byta mozliwie niska, a w razie potrzeby prowadzi¢
dosuszanie biomasy (Tomczyk i in., 2020; Yaashikaa i in., 2020). Celuloza, hemiceluloza
1 lignina to zwigzki budujace $ciang komorkowa komorek roslinnych, ich zawartos¢ jest mocno
zrdznicowana 1 uzalezniona od gatunku i stadia rozwojowego ro$liny. Drewno z drzew
lisciastych zawiera od 38 do 51% celulozy, 17-38% hemicelulozy, natomiast lignina stanowi
od 21 do 31% biomasy drzewnej. Gatunki drzew iglastych sg ubozsze w celuloze (33-42%),
natomiast zawartosci hemicelulozy 1 ligniny ksztaltujg si¢ odpowiednio na poziomie od 22 do
40% 1 od 27 do 32%. Ogromna grupa roslin zielnych charakteryzuje si¢ jeszcze wigksza
rozbiezno$cig omawianych sktadowych. Zawarto$¢ celulozy w tkankach roslin zielnych wynosi
od 25 do 95%, hemiceluloza moze stanowi¢ od 20 do 50%, przy czym lignina moze
wystepowac w ilosci do 40% (Tarasov i in., 2018). W sktadzie biomasy pochodzacej z jednego
gatunku rosliny rGwniez obserwowane sg znaczne rozbieznosci, determinowane odmiang oraz
warunkami $rodowiskowymi towarzyszacymi wzrostowi roslin. Powyzsze informacje sa
bardzo pomocne w zoptymalizowaniu procesu pirolizy. Majac na uwadze rdznice

w temperaturze degradacji celulozy i ligniny mozna zalozy¢, ze biomasa bogata w celuloze
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i/lub zawierajaca niewielkie ilosci ligniny ulegnie efektywnej pirolizie w temperaturze znacznie
nizszej, niz material wsadowy o wysokiej zawartosci ligniny (Ding i in., 2014; Lin i in., 2009).
Jednoczesnie resztki bogate w ligning moga nie ulec efektywnej konwersji do biowegla
w niskotemperaturowej i/lub krotkotrwalej pirolizie. Warto mie¢ na uwadze, ze zar6wno wzrost
temperatury, jak réwniez przySpieszenie przyrostu temperatury i wydtuzenie czasu pirolizy
przyczynia si¢ do podniesienia kosztéw procesu, zmniejszajac jego ekonomiczne uzasadnienie.
Z drugiej strony tak wielkie zr6znicowanie biomasy nie pozwala na doktadng optymalizacje
pirolizy, prowadzac do powstania produktow o duzym zroéznicowaniu (Lu i in., 2021;
Yaashikaa i in., 2020). Na Rysunku 3 przedstawiono réznice w strukturze biowegli powstatych
z wybranych biomas ros§linnych (zr¢bkéw drzewnych, tusek stonecznika, fodyg malin i lodyg

ziemniakow) podczas pirolizy prowadzonej w temperaturze 550-600 °C.

Mag= 200KX WD=86mm

Rysunek 3. Zdjecia biowegli wytworzonych w temperaturze 550-600 °C, zobrazowane za pomocg skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM) w powiekszeniu 2 000 (Mag = 2 000x).A: Bioweggiel ze zrebkow drzewnych;
B: Biowggiel z tusek stonecznika; C: Biowegiel z todyg malin; D: Biowegiel z todyg ziemniakow.
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Spokas i Reicosky (2009) przedstawili charakterystyke 16 biowegli, zréznicowanych pod
wzgledem materialu wsadowego (biomasy) i warunkéw pirolizy. Przebadane materialy
odznaczaty si¢ duzg zmienno$cig pod wzgledem wlasciwosci fizykochemicznych takich jak
zawarto$¢ C, N, O i1 H, powierzchni wlasciwej oraz zawartosci popiotu. Zréznicowanie pod
wzgledem materialu wsadowego pozwala na uzyskanie biowggli o cennych wlasciwos$ciach,

mogacych pomodc w realizacji wspotczesnych wyzwan i celow srodowiskowych.
1.4.2. Charakterystyka gleby ptowej (Haplic Luvisol)

Badania do niniejszej rozprawy doktorskiej zostaty przeprowadzone na glebie ptowej
wytworzonej z lessu (Haplic Luvisol) (Usowicz i in., 2016). Gleba ptowa powstaje gtéwnie
z przepuszczalnych glin zwatowych, wietrzeniowych i stokowych, utworéw lessowych oraz
pytow lesssopodobnych w warunkach Kklimatu wilgotnego. Dominujacym procesem
glebotworczym jest proces ptowienia (lessivage), podczas ktorego frakcje itowe ulegaja
grawitacyjnemu przemieszczeniu do glebszych warstw gleby, czyli poziomu iluwialnego argik.
Przemieszczajacy si¢ it koloidalny determinuje pojemnos¢ wodng i whasciwosci sorpcyjne
gleby ptowej. Bezposrednim skutkiem proceséw zachodzacych w profilu glebowym jest
wyodrebnienie jasno popielatej/biatej, zubozatej w weglany, tlenki zelaza, wapnia i manganu
warstwy gleby, stanowiacej poziom wymywania eluwik oraz warstwy z wytrgconymi
zredukowanymi tlenkami w postaci konkrecji. Poziomy eluwik oraz argik sa poziomami
diagnostycznymi tej gleby. Warto zaznaczy¢, ze gleby te posiadaja dobrze wyksztatcony profil
glebowy z charakterystycznym uktadem poziomow genetycznych w ktorych mozna wyrdznicé:
poziom organiczny ($ciotki; nie wystepujacy w glebach uprawnych), poziom prochniczny
(niespetniajacy kryteriow poziomow diagnostycznych), poziom eluwik, poziom iluwialny
argik, skat¢ macierzysta oraz niekiedy poziom kalcik (Systematyka gleb Polski, 2019;
Szymanski i Nikorych, 2012).

Ze wzgledu na swa powszechno$¢ (zajmuja ok. 45% powierzchni naszego kraju), dobra
zdolno$¢ zatrzymywania wody 1 zasobno$¢ w kationy zasadowe, gleby ptowe w znacznym
stopniu determinujg produkcj¢ rolng w Polsce i na $wiecie. Gleby plowe sg uwazana za
produktywne i przydatne rolniczo. Grunty orne sa czesto zaliczane do klas bonitacyjnych gleb
ornych dobrych (Illa) 1 gleb ornych $rednio dobrych (IIIb), ktéore w niewielkim stopniu sa
zagrozone erozjg wodng (Paluszek, 2010; Systematyka gleb Polski, 2019).
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1.4.3. Potencjal biowegla w ksztaltowaniu Srodowiska glebowego

Biowegiel jest surowcem wykorzystywanym m.in. w budownictwie, przemysle
energetycznym, kosmetycznym oraz odziezowym. Znalazt réwniez zastosowanie
w gospodarce odpadami. Z powodzeniem pelni rol¢ sorbentu zanieczyszczen i stabilizatora
procesu kompostowania biomasy, jest wykorzystywany jako medium hodowlane dla
mikroorganizméw (Saletnik i in., 2019; Schmidt i in., 2021). Jednak przede wszystkim
biowegiel znajduje coraz szersze zastosowanie w rolnictwie, lesnictwie 1 ochronie srodowiska
jako dodatek do gleby poprawiajacy jej wtasciwosci fizyczne oraz zwigkszajacy sekwestracje
wegla (Coomes i Miltner, 2017; Kavitha i in., 2018; Luo i in., 2016; Nair i Mukherjee, 2022;
Schmidt i in., 2021). Bioweggiel jako material charakteryzuje si¢ duzg powierzchnig wlasciwg
i dobrymi wtasciwosciami sorpcyjnymi (Al-Wabel i in., 2018). Ponadto jest zrodlem trwatej
materii organicznej oraz pierwiastkow biogennych m.in. wegla, azotu i fosforu, ogranicza
wyptukiwanie odzywczych soli mineralnych w glab profilu glebowego oraz spowolnia
migracje wody w glebie (Karhu i in., 2011). Z tego powodu biowegiel moze pozytywnie
wpltywac na stabilno$¢ agregatow glebowych (strukture) i porowatos¢, poprawiajac tym samym
stosunki wodno-powietrzne gleby. Jest to istotne nie tylko ze wzgledu podejmowane proby
ograniczenia nawozenia, ale rowniez wobec nasilajacych si¢ zjawisk suszy (Wang i in., 2019;
Yoo i in., 2014). Oprocz wielu potencjalnych korzysci, zarowno piroliza jak i aplikacja
biowegla do gleby jest jednak szeroko dyskutowana np. ze wzgledu na duze naktady
energetyczne procesu, znaczne zmniejszenie objetosci uzytej biomasy i trudnosci z aplikacja
bioweggla na pola na wiekszg skale, wylesianiem na cele pirolizy, czy zwigkszeniem erozji
wietrznej gleb i ryzyka aplikacji zanieczyszczen (Brtnicky i in., 2021; Nair i Mukherjee, 2022).

Postgpujaca degradacja Srodowiska oraz nasilajace si¢ zmiany klimatyczne sprawiaja,
ze coraz intensywniej poszukuje si¢ rozwigzan prowadzacych do zatrzymania lub op6znienia
tych niekorzystnych zjawisk. Szczegodlnie istotne jest ograniczenie emisji gazow cieplarnianych
w rolnictwie, odpowiadajacym za okoto 50% globalnej emisji metanu (CHa4) (Jeffery i in.,
2016a). Spokas i Reicosky (2009) w swojej pracy zbadali wptyw az 16 réznych biowegli na
wymiang gazowa, prowadzong pomi¢dzy glebami z obszarow o r6znym sposobie uzytkowania
(gleba uprawna, lesng oraz ze skladowiska odpadoéw), a atmosfera. Mimo tak duzego
zroznicowania materiatu badawczego, dodatek biowegli przyczynit si¢ w wigkszosci
przypadkow do obnizenia aktywno$ci metanotroficznej gleb 1 wzrostu emisji COo.
W omawianej pracy zaznaczono, iz jest to jedno z pierwszych tak szeroko zakrojonych badan

nad tym zagadnieniem. Kolejne lata przyniosty doniesienia literaturowe, §wiadczace zarowno
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0 negatywnym (Ribas i in., 2019; Zimmerman i in., 2011), zerowym (He i in., 2017), jak
I pozytywnym (Lentz i in., 2014, Liu i in., 2011) wptywie biowegla na ograniczenie emisji CHa
i CO2 z gleby, a dyskusja naukowa na ten temat jest ciggle otwarta (Hui, 2021; Li i in., 2018;
Zhang i in., 2019) (Rysunek 4.).
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Rysunek 4. Schemat oddzialywani biowegla na wiasciwosci fizykochemiczne i mikrobiologiczne gleby

oraz emisj¢ gazow cieplarnianych (na podstawie Li i in., 2018).

Pojawity si¢ rowniez prace naukowe, skupiajace si¢ na wpltywie biowegla na mikrobiom
glebowy. Doniesienia literaturowe wykazuja pozytywne aspekty w tym zakresie. Zwigkszona
porowato$¢ gleby spowodowana dodatkiem bioweggla sprawia, ze w glebie jest wigcej
przestrzeni, w ktorej moga bytowaé mikroorganizmy (tzw. mikrohabitatow) (Noyce i in., 2016;
Ribas i in., 2019). W potaczeniu z poprawa stosunkéw wodno-powietrznych, sprzyja to
namnazaniu baterii tlenowych oraz powstawaniu tzw. hot-spotéw w glebie. Mikroorganizmy
te w znacznym stopniu odpowiadajg za procesy emisji i pochtaniania gazéw w glebie
(Curaqueo i in., 2017). Respiracja (oddychanie) gleby jest procesem prowadzonym przez
mikroorganizmy, w wyniku ktorego powstaje CO2. Proces biologicznego utleniania metanu,

zachodzi w natlenionych, wierzchnich warstwach gleby. Prowadzony jest przez bakterie
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metanotroficzne, dla ktorych metan jest zrodtem wegla i energii (Walkiewicz i in., 2012).
Przebieg tych procesow glebowych wyrazany jest za pomoca aktywnosci respiracyjnej oraz
aktywnos$ci metanotroficznej. Aktywno$¢ respiracyjna stanowi miar¢ aktywnos$ci ogotu
mikroorganizmow zasiedlajacych dane srodowisko 1 wyznaczana jest na podstawie ilosci CO2
wyemitowanego przez okreslong mas¢ gleby w jednostce czasu. Aktywno$¢ metanotroficzng
stanowi ilo$¢ utlenionego CH4 przez okreslona mase gleby w czasie (Walkiewicz i in., 2020).
Badania dotyczace wymiany gazowej w glebach wskazuja na ich wysoki potencjat
metanotroficzny (Walkiewicz i in., 2012; Zhao i in., 2021). Z tego wzgle¢du gleby uwaza si¢ za
jeden z najwazniejszych pochtaniaczy metanu wystepujacego w atmosferze (Huang i in., 2019).
Aktywnos$¢ metanotroficzna moze by¢é wzmocniona dodatkiem biowegla. Wptyw biowegla
tlumaczony jest zazwyczaj zmianami fizykochemicznymi, jakie zachodza w glebie po jego
aplikacji do gleby (Jeffery i in., 2016a), z ktorych najwazniejszymi sa (Rysunek 4):
e zmniejszenie zaggszczenia gleby;
e zwickszenie porowatosci gleby, co wynika z silnie porowatej struktury biowegla;
e zwickszenie zdolnosci do zatrzymywania wody w glebie;
e poprawa struktury agregatowej;
e podwyzszenie pH gleby, spowodowane wprowadzeniem do gleby wraz z bioweglem,
tlenkow zasadowych zawartych w popiele;
e Wzrost pojemnos$ci wymiany kationowej, co moze wzmocni¢ odporno$¢ gleby na
zakwaszenie 1 degradacj¢ chemiczng;
e zwigkszenie dostepnosci wegla organicznego oraz pozostalych pierwiastkow biogennych,
niezbednych dla roslin 1 bakterii autotroficznych.
Z uwagi na zlozona sie¢ zaleznosci pomiedzy wlasciwosciami gleby, liczebnos$cia
1 aktywnoscia spotecznos$ci mikroorganizmow glebowych i przebiegiem wymiany gazowej
pomiedzy gleba 1 atmosfera, jak réwniez majac na uwadze wysoka trwatos¢ biowegla
I potencjalny czas jego oddziatywania w glebie, istotne jest doktadne zbadanie zmian jakie
zachodza w emisji/pochtanianiu gazéow cieplarnianych (CHs4, CO2) z gleby pod wplywem
aplikacji biowegla, uwzgledniajac szeroki zakres dawek biowegla oraz skuteczno$¢ wybranych

dawek biowegla w aspekcie czasu.
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2. Hipotezy badawcze i cele rozprawy doktorskiej

Hipotezy badawcze

W odpowiedzi na rosngca ilos¢ biomasy odpadowej i wynikajacej z tego potrzeby
opracowywania metod jej racjonalnego zagospodarowania w rolnictwie, jak réwniez
na podstawie przegladu literatury dotyczacego efektow wzbogacenia gleb bioweglem oraz jego
wplywu na wymiang gazdéw cieplarnianych miedzy glebg i1 atmosferg, sformutlowano
nastgpujace hipotezy badawcze:

1. P.1: Majac na uwadze fakt, iz material wsadowy (rodzaj biomasy odpadowej, z ktorej
wytworzono biowegiel) determinuje wlasciwosci bioweggla, w tym zdolnos¢ do
pochtaniania CHa, postawiono hipoteze¢ stanowigca o tym, ze biowggle produkowane
z nowych, niestosowanych do tej pory surowcoéw, mianowicie todyg malin i ziemniakéw
moga wykazywac potencjat do efektywnego usuwania CHs z atmosfery. Ponadto proces ten
jest zalezny od wilgotnosci materiatu, poniewaz wysoka wilgotno$¢ biowegla moze
utrudnia¢ dyfuzje gazow.

2. P.2: Postawiono hipoteze, iz biowegiel ze zrgbkow drzewnych moze poprawi¢ wlasciwosci
fizykochemiczne gleb (takie jak: pH, zdolno$¢ zatrzymywania wody w glebie, zawarto$¢
wegla organicznego), prowadzac do zwigkszenia liczebnosci 1 bioroznorodnosci zbiorowisk
metanotroficznych w glebie ptowej (Haplic Luvisol), a tym samym pozytywnie wptynac
na szybkos$¢ utleniania CHs i aktywno$¢ metanotroficzng Haplic Luvisol. Postawiono
rowniez hipoteze, moéwigca o tym, ze wplyw biowegla na utlenianie CHs4, emisje CO»
1 strukture mikrobioty glebowej jest ujemnie skorelowany z czasem bytowania biowegla
w glebie oraz dodatnio skorelowany z jego dawka, z uwagi na réznice zawartosci biowegla
w glebie, bedacego (dzigki zjawisku adhezji) miejscem intensywnie zasiedlanym przez
mikroorganizmy glebowe.

3. P.3: Postawiono hipotezg, iz zbogacenie gleby bioweglem z tusek stonecznika prowadzi do
poprawy wilasciwosci fizykochemicznych gleby ptowej (Haplic Luvisol) oraz stanu
mikrobioty glebowej, a tym samym stymulacji procesu utleniania metanu,
co w konsekwencji prowadzi do zmniejszonej emisji CH4 z gleby. Zatozono, ze szybkos¢
utleniania metanu wzrasta wraz z wielko$cig dawki biowegla. Jednoczesnie podwyzszonej

aktywnos$ci metanotroficznej gleby towarzyszy wzrost emisji COx.
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Cele rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu 2 potagczonych ze sobg tematycznie wydanych
publikacji (P.1 i P.2), wynikow doswiadczenia, bedacych w trakcie procesu publikowania (P.3)
oraz osiggniecia patentowego (P.433435). Ich glownym celem jest poszerzenie wiedzy
z zakresu potencjalu biowegla w aspekcie tagodzenia zmian klimatu poprzez zwickszanie
zdolnosci gleb do utleniania metanu. Majac na uwadze badane aspekty, sformutowano

nastepujace cele szczegdtowe rozprawy doktorskie;j:

1. Aspekt wptywu uzytego substratu na wiasciwosci biowegli i ich potencjatu ograniczania
emisji gazow cieplarnianych (P.1) - celem dos$wiadczenia bylo okreslenie potencjatu
pochtaniania metanu (CHa) i tlenu (O2) oraz emisji ditlenku wegla (CO2) nowych biowegli
z odpadowej biomasy roslinnej (fodyg malin i ziemniakdéw), jak réwniez popularnych
biowegli (ze zrgbkoéw drzewnych 1 tusek stonecznika). Ponadto dokonano charakterystyki
wiasciwosci fizykochemicznych badanych biowegli.

2. Aspekt dodatku biowegla do gleby i czasu jego pozostawania w glebie (P.2) - celem
doswiadczenia bylo okreslenie wplywu biowegla ze zrebkoéw drzewnych (10, 20 1 30 Mg
ha!) na wtasciwosci fizykochemiczne gleb, utlenianie CHa, emisje CO2 i ubytek O, a takze
zmian w zbiorowiskach mikroorganizméw glebowych, wywotanych bezposrednio po
zastosowaniu biowegla (efekt krotkoterminowy) oraz pigc lat po aplikacji biowegla (efekt
dhugotrwaly) do gleby ptowej (Haplic Luvisol).

3. Aspekt dawki zaaplikowanego do gleby biowegla (P.3) - celem do$wiadczenia bylo
okreslenie wplywu dawki biowegla z tusek slonecznika (zastosowanego w szerokim
zakresie dawek od 0 do 100 Mg ha) na wlasciwosci fizykochemiczne gleby oraz sktad
1 aktywnos¢ jej mikrobioty, ze szczegdlnym uwzglednieniem bakterii metanotroficznych.
Tym samym podjeto ocene mozliwosci ograniczenia emisji gazow cieplarnianych przy
jednoczesnym przedstawieniu racjonalnej metody zagospodarowania biomasy odpadowe;.
Z uwagi na to, iz proces publikacyjny z tego zakresu jest w toku, tresci te zostaty dotaczone
do niniejszego opracowania jako badania uzupelniajace w celu petniejszego przedstawienia
omawianego zagadnienia.

4. Ponadto, celem osiggniecia patentowego P.433435 byto opracowanie wydajnego sposobu
otrzymywania biowegla, posiadajacego bardzo dobra zdolno§¢ do samodzielnego
pochlaniania metanu z atmosfery, w warunkach ci$nienia atmosferycznego oraz

zaproponowanie zastosowania tego biowegla do usuwania metanu.
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3. Oméwienie wynikow przedstawionych w publikacjach i badaniach
uzupeiajacych

W publikacjach P.1, P.2, badaniach uzupetniajacych P.3 oraz osiaggnigciu patentowym
P.433435 podjeto kompleksowa oceng roli wybranych biowegli w ograniczeniu emisji gazow
cieplarnianych (COz i CHa) z gleby ptowe;.

Ograniczenie emisji gazéw cieplarnianych, ochrona gleb przed degradacja, jak rowniez
racjonalne zagospodarowanie biomasy odpadowej pochodzacej z produkeji rolnej sg jednymi
z najwigkszych wyzwan wspotczesnego rolnictwa. Metoda o obiecujacych rezultatach, mogaca
pomoc w realizacji tych celow jest produkcja biowegla 1 wzbogacanie gleb bioweglem. Wcigz
poszukiwane sg surowce, pozwalajace na produkcje biowegli o uzytecznych wlasciwosciach
1 osiggniecie jak najlepszych rezultatéw ich stosowania. Przedmiotem badan jest zar6wno
efektywnos¢, jak rowniez potencjalnie negatywne skutki stosowania biowegla jako dodatku do
gleby.

W zwigzku z powyzszym, niezwykle istotne jest doktadne zbadanie zmian jakie
zachodzag w emisji/pochlanianiu gazow cieplarnianych z gleby pod wplywem aplikacji
biowegla, uwzgledniajac szeroki zakres dawek biowegla oraz skuteczno$¢ wybranych dawek
biowegla w aspekcie czasu. Istotnym uzupelnieniem prowadzonych badan jest
scharakteryzowanie spoteczno$ci mikroorganizméw zasiedlajacych badang glebe oraz lepsze
poznanie zmian jakie zachodza w mikrobiomie glebowym na skutek wzbogacenia gleby
biowgglem. Dodatkowym aspektem, pozwalajagcym na dobor optymalnego biowegla pod
wzgledem ograniczenia efektu cieplarnianego, jest scharakteryzowanie wybranych biowegli

oraz okreslenie ich zdolnosci do samodzielnego pochtaniania CHs i emisji COx.

43



3.1. Publikacja P.1

Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Brzezinska, M., 2020. New biochars from
raspberry and potato stems absorb more methane than wood offcuts and sunflower husk
biochars. International Agrophysics 34(3), 355-364.

DOI: https://doi.org/10.31545/intagr/126762

Realizacja badan w ramach publikacji P.1 pozwolita na charakterystyke wtasciwosci
fizykochemicznych, okreslenie szybkosci emisji CO2 oraz potencjatu wybranych bioweggli do
samodzielnego pochtaniania metanu. Na podstawie wymiany CHs i CO2 miedzy bioweglem
1 atmosfera oszacowano rowniez GWP badanych biowegli, wytworzonych w procesie pirolizy
z czterech rodzajow odpadowej biomasy roslinnej: zrebkéw drzewnych, tusek stonecznika,
todyg malin i todyg ziemniakow.

Wychodzac naprzeciw aktualnym wyzwaniom klimatycznym i $rodowiskowym
poddano ocenie dwa komercyjne biowegle wyprodukowane z powszechnie dostepnej biomasy
odpadowej, czyli tusek stonecznika i zr¢bkéw drzewnych poddanych procesowi pirolizy
w temperaturze odpowiednio 550 i 600 °C. Biowegle z tusek stonecznika (Bs) i ze zrgbkow
drzewnych (Bo) pozyskano w 2018 i 2019 roku i zostaly one uzyte w do$wiadczeniach
polowych zatozonych na terenie IA PAN w ramach projektu BIOSTRATEG o akronimie
SoilAqChar. Ponadto wyprodukowano, scharakteryzowano i poddano ocenie dwa nowe
biowegle z todyg malin (Br) oraz todyg ziemniakéw (Bp). W tym celu zebrano biomasg
pozostalg po uprawie malin 1 ziemniakéw (todygi skoszonych jesienig malin 1 tgciny pozostate
po zbiorze ziemniakow). Nastepnie z zebranej, powietrznie suchej biomasy wytworzono
biowegle w procesie pirolizy (temperatura: 600 °C, czas: 30 min, w atmosferze azotu).
Wykonano szereg analiz fizykochemicznych, prowadzacych do okreslenia zawarto$ci
catkowitego wegla (C) i azotu (N), oznaczenia stezenia DOC, gestosci nasypowej, WHC, pH
I Eh. Uzyskane wyniki postuzyty do opracowania charakterystyki nowo wytworzonych (Br,
Bp) oraz stosowanych uprzednio na poletkach doswiadczalnych biowegli (Bo, Bs). Badane
biowegle charakteryzowaly si¢ szeregiem wtasciwosci uzytecznych w ochronie i rekultywacji
gleb. Wszystkie biowegle okazaly si¢ bogatym rezerwuarem DOC, ponadto Bs, Br oraz Bp
charakteryzowaty si¢ wysoce zasadowym odczynem o warto$ciach pH powyzej 9. Nowe
bioweggle Br i Bp odznaczaly si¢ réwniez wysoka zdolnos$cig zatrzymywania wody,
odpowiednio 4,31 + 0,16 i 4,45 + 0,09 g H.0 g* biowegla, podczas gdy WHC pozostatych
biowegli (Bo i Bs) wyniosto 2,58 g H,0 g biowegla.
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W celu przygotowania do inkubacji biowegle przesiano przez sito o $rednicy oczek
2 mm, nawazono po 5 g do oddzielnych szklanych naczyn inkubacyjnych o pojemnosci
120 cm?®, nastepnie proby uwilgotniono do poziomu 60% oraz 100% WHC i szczelnie
zamknieto. Do tak przygotowanych prob wprowadzono ok. 1% CHas (0bj.) i inkubowano je
w ciemnosci W temperaturze 25 °C przez 28 dni. W tym czasie prowadzono regularne pomiary
chromatograficzne, majace na celu zbadanie zmian skladu atmosfery gazowej
w przygotowanych probach.

Biowegle z todyg malin 1 ziemniakow wykazaly zdecydowanie wyzsze mozliwosci
usuwania metanu z atmosfery, niz biowegle ze zrgbkéw drzewnych oraz tusek stonecznika.
Catkowity ubytek CH4 w prébkach Bp, inkubowanych w warunkach 60% WHC odnotowano
przed uptywem 25 dnia inkubacji, przy jednoczesnej umiarkowanej emisji COo.
Dla poréwnania biowggiel Bo charakteryzowat si¢ okoto 10-krotnie wieksza szybkos$cig emisji
CO2, niz Bp. Biowegle Br i Bp, inkubowane w wilgotnosci odpowiadajacej 60% WHC
wykazywaty szybkos$ci pochlaniania metanu na poziomach odpowiednio 8,01 + 0,47
5,78 £ 0,17 mg CH4-C kg dX. Szybkosci usuwania metanu, ktorymi odznaczaly sie pozostate
biowegle byly istotnie statystycznie nizsze: 0.17 + 0.06 mg CHs-C kg' d* dla Bo
i 2.74 £ 0.57 mg CHs-C kg? d? dla Bs. W warunkach wyzszej wilgotnosci (100% WHC),
szybkosci pochtaniania metanu poszczegdlnych biowegli byty na og6t nizsze, niz w warunkach
odpowiadajacym 60% WHC. Warto rowniez zauwazy¢, ze Bp charakteryzowal si¢ na
najwyzszymi szybkosciami pochtaniania metanu z posroéd wszystkich biowegli, inkubowanych
w obydwu warunkach wilgotno$ci. Nowe biowegle (Br oraz Bp) charakteryzowaly si¢
ujemnymi wartosciami net GWP, co $§wiadczy o ich potencjalnie wysokiej przydatnosci
W ograniczeniu emisji gazow cieplarnianych. Waznym atutem Br i Bp jest rowniez to,
1z biomasa potrzebna do ich wytworzenia jest uznawana za odpad w produkcji rolniczej, ktory

moze zosta¢ warto$ciowo zagospodarowany jako materiat wsadowy do produkcji biowegla.
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3.2. Publikacja P.2

Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Galazka, A., Brzezinska, M.,
2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic
Luvisol. Science of the Total Environment 806, 151259.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151259

W ramach badan wykazanych w publikacji P.2 uwzgledniono aspekt czasu i dokonano
oceny wplywu krotko- 1 dtugotrwatego oddzialywania biowegla ze zrebkoéw drzewnych na
wlasciwosci fizykochemiczne i1 aktywno$¢ metanotroficzng oraz mikrobiote gleby ptowe;j
(Haplic Luvisol).

Do tego celu wykorzystano poletka doswiadczalne zatozone w 2013 roku, utrzymywane
jako ugor, na ktérych zastosowano dodatek biowegla ze zrebkow drzewnych w dawkach:
10, 20 i 30 Mg ha'! oraz poletko kontrolne, pozostawione bez dodatku biowegla. W 2018 roku
pobrano probki gleby plowej z tychze poletek, przesiano przez sito o $rednicy oczek 2 mm,
nawazono po 20 g do oddzielnych szklanych naczyn inkubacyjnych o pojemnoéci 120 cm?,
a nastepnie uwilgotniono do poziomu 60% WHC (odpowiadajacego optymalnym dla
mikroorganizmoéw warunkom wodno-powietrznym gleby) i 100% WHC (warunki catkowitego
nasycenia gleby woda). Po trzydniowej preinkubacji, butelki szczelnie zamknigto, dodano
1% CHys (0obj.) i inkubowano w temperaturze 25 °C przez 28 dni. Podczas inkubacji prowadzono
regularne pomiary stezenia CHa, CO2 oraz Oz w przygotowanych probach metoda
chromatografii gazowej. Doswiadczenie podzielono na dwa etapy, pozwalajace uwzglednicé
aspekt czasu w zakresie wpltywu biowggla na wymiang wybranych gazoéw cieplarnianych (CHa,
CO2). Wykonano zaplanowane analizy fizykochemiczne badanej gleby tj. pomiar pH, Eh
(potencjat oksydoredukcyjny), oznaczenie zawarto$ci wegla organicznego (ang. soil organic
carbon - SOC), rozpuszczonego wegla organicznego (DOC) oraz zdolnosci zatrzymywania
wody (WHC). Z wybranych wariatoéw doswiadczenia (obejmujacych probki gleby inkubowane;j
w warunkach 60% WHC) wyizolowano genomowe DNA, a uzyskane izolaty poddano
sekwencjonowaniu nastgpnej generacji (ang. next generation sequencing - NGS).
Przeprowadzona analiza pozwolita na scharakteryzowanie spoleczno$ci mikroorganizméw
zasiedlajacych badang glebe oraz lepsze poznanie zmian jakie zachodza w mikrobiocie
glebowej na skutek wprowadzenia bioweggla do gleby.

Przeprowadzony cykl eksperymentow potwierdzit zaréwno krotko-, jak 1 dtugotrwaty,

wielopoziomowy wplyw biowegla na srodowisko glebowe. Wzbogacenie gleby biowgglem
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przyniosto pozytywne efekty w postaci podwyzszenia pH i Eh gleby, zwigkszenia zawarto$ci
SOC i DOC oraz poprawy zdolno$ci zatrzymywania wody w glebie ptowej, przy czym poprawe
WHC odnotowano dopiero po pi¢cioletnim bytowaniu biowegla w glebie. Poprawa
wlasciwosci fizykochemicznych gleby (pH, SOC 1 DOC) korelowata ze wzrostem udzialu
bakterii metanotroficznych w glebie plowej. Dodatek biowegla zwigkszyl rowniez
réznorodno$¢ zbiorowisk metanotroficznych badanej gleby. Glebe kontrolng zasiedlaty
metanotrofy nalezace do jednego rodzaju - Methylosinus, podczas gdy po bezposredniej
aplikacji biowegla zidentyfikowano bakterie metanotroficzne z rodzajow Methylosinus
i Methylocystis. Najwyzsza dawka biowegla (30 Mg hal) pozwolila utrzymaé wysoki udziat
i zr6znicowanie rodzajowe bakterii metanotroficznych, nawet po pigciu latach od jego aplikacji.
Co roéwniez istotne, udzial bakterii metanotroficznych byt dodatnio skorelowany z aktywnoscia
metanotroficzng gleby. Podczas gdy dodatek biowegla w glebie ptowej o wilgotnosci
odpowiadajacej 60% WHC przyczynil si¢ do wielokrotnego zwigkszenia jej aktywnosci
metanotroficznej, wzbogacenie bioweglem gleby o wyzszej wilgotnosci (100% WHC)
doprowadzito do blisko dwukrotnego obnizenia szybkos$ci pochtaniania metanu. Bezposrednio
po aplikacji bioweggla w glebie o wilgotno$ci 60% WHC, szybko$¢ pochtaniania metanu
wynosita od 2,67 + 0,49 mg CHs-C kg! d! (po zastosowaniu 10 Mg ha?)
do 4,23 £ 0,76 mg CH4-C kg d! (dla dawki 30 Mg ha) i byty to wartoéci szescio- do nawet
dziesieciokrotnie wyzsze, niz gleby kontrolnej (0,43 + 0,01 mg CH4-C kg d!). Najwyzsza
dawka biowegla ze zrebkéw drzewnych (30 Mg ha) utrzymata swoja skuteczno$¢ w poprawie
aktywno$ci metanotroficznej gleby nawet po pigciu latach od aplikacji biowegla.
Wprowadzenie biowegla do gleby plowej poczatkowo zwigkszylo emisje CO», jednak
w dluzszej perspektywie ten negatywny efekt zostat zniwelowany i to w obydwu wariantach
wilgotnosci gleby.

Przeprowadzone do$wiadczenie potwierdzilo korzystny wpltyw biowegla ze zrgbkow
drzewnych na wlasciwosci fizykochemiczne, zbiorowiska bakterii metanotroficznych
oraz aktywno$¢ metanotroficzng gleby ptowej, a tym samym zasadno$¢ wprowadzania

biowegla do gleby w celu ograniczenia emisji gazéw cieplarnianych z gleby.
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3.3. Osiagniecie patentowe P.433435

Osiagnigcie patentowe P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Polakowski, C., Pytlak,
A., Brzezinska, M., Bieganowski, A. Sposoéb otrzymywania biowggla z biomasy do
pochianiania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgloszenie patentowe numer P.433435
z 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wytacznego: Pat.237796 / 2021-02-12.

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest sposéb otrzymywania biowegla z biomasy,
posiadajgcego dobrg zdolnos¢ pochlaniania metanu, a takze sposOb usuwania metanu
z atmosfery z zastosowaniem tego biowegla.

Biowegle sa obecnie coraz czg$ciej rozpatrywane jako sorbenty zanieczyszczen
cieklych 1 gazowych, jednak dotychczas niewiele doniesien literaturowych potwierdzito ich
przydatno$¢ w usuwaniu metanu. Szeroko zakrojone badania, rozpatrujace kilkanascie biowegli
zrdznicowanych pod wzgledem materialu wsadowego i1 warunkow pirolizy wykazaty,
ze jedynie trzy biowegle sa zdolne do usuwania metanu z atmosfery. Biowegiel z tusek
orzechow ziemnych i biowegiel z pedow kukurydzy wykazaty podobng szybko$¢ pochtaniania
metanu, na poziomie 2,6 + 0,6 ng CHs g' d?, natomiast biowegiel wytworzony
z materiatu Biosource™ charakteryzowal sie szybko$cia usuwania metanu na poziomie
4,1+0,9ng CHs gt d? (Spokas i Reicosky, 2009).

Badania bedace podstawa osiagnigcia patentowego rozpatrywaty zdolnos¢ do usuwania
metanu czterech biowegli, powstalych odpowiednio ze zrebkow drzewnych, tusek stonecznika,
todyg malin i todyg ziemniakow. Biowggiel z todyg ziemniakéw odznaczat si¢ zdecydowanie
najlepszymi wilasciwosciami w tym zakresie, sposrod wszystkich badanych materiatow
(Kubaczynski i in., 2020). Biowegiel z lodyg ziemniaka (tecin), uwilgotniony w zakresie od 50
do 70% WHC, inkubowany z 1% CHa (obj.) w atmosferze odznaczat si¢ wyzsza skutecznos$cia
Ww usuwaniu metanu z atmosfery, niz podobne rozwigzania opisane dotychczas w literaturze,
osiagajac szybkos¢ pochlaniania metanu na poziomie okoto 10 500 ng CHs gt dL.

Leciny stanowig odpad w produkcji rolniczej 1 sg czesto usuwang z pol po zbiorze
ziemniakéw. Niniejsze osiggniecie patentowe ukazuje zasadnosc¢ 1 potencjalne korzysci ptynace

z zagospodarowania tej biomasy jako materiat wsadowy w produkcji biowegla.
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3.4. Badania uzupelniajace P.3

Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Gatazka, A., Brzezinska, M.
Zastosowanie bogatego w azot biowegla z tusek stonecznika sprzyja utlenianiu metanu
i zwieksza liczebno$¢ Methylobacter w glebie ubogiej w azot.

Angielskojezyczny (oryginalny) tytul manuskryptu: Application of nitrogen-rich sunflower
husks biochar promotes methane oxidation and increases abundance of Methylobacter

in nitrogen-poor soil.

3.4.1. Wstep

Stonecznik (Helianthus annuus L.) jest jedng z gtownych roslin oleistych. Uprawa
stonecznika jest uznawana za przyjazng srodowisku. Mimo, iz najlepiej plonuje na glebach
zyznych, to z powodzeniem moze by¢ réwniez uprawiany na glebach lekkich, ubogich
w materi¢ organiczng. Ponadto uprawa stonecznika odznacza si¢ niskim (w poréwnaniu do
innych ro$lin oleistych) zapotrzebowaniem na sktadniki odzywcze (np. nawozenie azotowe na
poziomie ok. 60 kg N ha'l) oraz érodki ochrony roélin. Ponadto stonecznik, podobnie jak rzepak
jest jedna z kluczowych roslin miododajnych (Debaeke i in., 2017). Nasiona stonecznika sg
wykorzystywane gtownie do produkcji oleju ro§linnego i biodiesla oraz jako pasza (Kaya i in.,
2012). Swiatowa powierzchnia upraw stonecznika wzrosta z 9,6 mln ha w 1975 roku
do 27 mln ha w 2018 roku. W tym samym okresie §wiatowy plon nasion stonecznika wzrést
ponad pigciokrotnie i tym samym w 2018 roku globalne zbiory przekroczyly 50 mln Mg.
Prognozy wskazujg na dalszy wzrost produkcji nasion oleistych (Pilorgé, 2020). Nalezy
rowniez spodziewac si¢ wzrostu upraw stonecznika z uwagi na postepujgce zmiany klimatu,
prowadzace do pustynnienia i zmniejszonej zasobnosci gleb uprawnych w materi¢ organiczng
oraz wzrostu kosztow prowadzenia upraw, zwlaszcza nawozow i pestycydow (Brunelle i in.,
2015; Pfister i Saha, 2017; World Meteorological Organization, 2021). Wraz ze wzrostem
plonu nasion slonecznika pojawita si¢ kwestia zagospodarowania biomasy odpadowe;j
pochodzacej z tych wiasnie upraw. Warto zaznaczy¢, ze ilos¢ resztek, pozostatych po zbiorze
I przetworstwie nasion stonecznika jest jedna z najwyzszych wsrdod wszystkich upraw.
W sezonie 2020/2021 osiggni¢to Swiatowy plon nasion stonecznika na poziomie 49,27 min Mg,
przy czym masa tuski stonecznika stanowi okoto 50% masy nasiona (Shaukat i in., 2021; USDA
Foreign Agricultural Service, 2022). Cze¢$¢ odpadowych tusek stonecznika jest przetwarzana,
a jednym =z nielicznych sposoboéw ich zagospodarowania jest produkcja peletu

wykorzystywanego w celach opatowych (Cui 1 in., 2019). Ze wzgledu na rosnac
Y ystywaneg p Y gle acq
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produktywno$¢ upraw stonecznika, zagospodarowanie odpadowej biomasy stonecznika stanie
si¢ wkrotce duzym wyzwaniem dla gospodarstw rolnych oraz zaktadow przetworczych
(Lopez-Valdez i in., 2011).

Kolejng kwestia jest rosngce stezenie gazow cieplarnianych w atmosferze,
wzmagajacych efekt cieplarniany. Intensyfikacja rolnictwa, prowadzaca do wzrostu
zageszczenia gleby oraz stosowanego nawozenia azotowego przy jednoczesnym ograniczeniu
natlenienia i bior6znorodnosci gleby przyczynia si¢ tym samym do zwigkszonej emisji gazow
cieplarnianych, takich jak ditlenek wegla (CO2), metan (CHs) i podtlenek azotu (N20) (Wang
Iin., 2020). Aktualne dane wskazuja na udziat gleb w globalnej emisji CO2 i CH4 na poziomach
wynoszacych odpowiednio 20% i 30% (Wu i in., 2019). W zwiazku z powyzszym,
poszukiwane sg metody, umozliwiajace prowadzenie produkcji rolnej na wysokim poziomie,
przy jednoczesnym zmniejszeniu negatywnego wplywu rolnictwa na $rodowisko. Praktyka
mogacg mie¢ pozytywny wpltyw zaréwno na jakos¢ gleby, jak rdwniez na bilans wymiany
gazOw cieplarnianych pomigdzy gleba i atmosfera, jest wzbogacenie gleb biowgglem
(Palansooriya i in., 2019; Wang i in., 2012). Liczne prace badawcze potwierdzaja pozytywny
wplyw biowegla na sekwestracje wegla (C), poprawe wlasciwosci fizykochemicznych gleby
(m.in. pH, zdolno$¢ zatrzymywania wody, natlenienia) i struktury poprzez tworzenie
kompleksow organiczno-mineralnych (Ahmad i in., 2021; Coomes i Miltner, 2017;
Lehmann i in., 2011). Biowegiel znajduje roéwniez zastosowanie jako skuteczny sorbent
zanieczyszczen 1 z tego powodu moze by¢ stosowany do poprawy jakoSci gleb
zanieczyszczonych i zagrozonych degradacja (Quan i in., 2020; Veni i in., 2017).

Wykazano réwniez, ze dodatek biowegla wplywa na spoleczno$¢ mikroorganizmow
glebowych, w tym bakterii utleniajagcych metan (Lehmann i in., 2011). Metan jest jednym
z gléwnych gazoéw cieplarnianych, ktdrego potencjat tworzenia efektu cieplarnianego jest 30
razy silniejszy, niz ditlenku wegla. Pomimo, iz stezenie metanu w atmosferze jest stosunkowo
niskie (w listopadzie 2022 roku poziom CHg siggnat 1909 ppb), odpowiada za 17% globalnego
ocieplenia. Niepokojacy jest takze gwaltowny wzrost stezenia metanu notowany od czasow
przedindustrialnych (IPCC, 2022; World Meteorological Organization, 2021; Zhang i in.,
2021). Istniejg doniesienia literaturowe, potwierdzajace pozytywng role biowegla w poprawie
bioréznorodno$ci zbiorowisk metanotroficznych oraz efektywnosci utleniania CHs w glebie
(Jefferyiin., 2016; Malyan i in., 2016; Walkiewicz i in., 2020b). Badania pokazuja, ze dodatek
biowegla moze mie¢ réwniez neutralny lub nawet negatywny wplyw na emisje gazow
cieplarnianych z gleby (Ribas i in., 2019; Thomazini i in., 2015). Wobec powyzszego, wptyw

biowggla na bakterie metanotroficzne pozostaje niejasny, a majac na uwadze rosngce znaczenie
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biowegla w rolnictwie, jego wpltyw na wymian¢ gazow cieplarnianych z gleby wymaga
lepszego poznania (Hui, 2021).

Z uwagi na to, iz wzbogacenie gleb bioweglem determinuje szereg procesow
zachodzacych w §rodowisku glebowym, przy czym kierunek tych procesow nie jest do konca
poznany oraz ze wzgledu na duza trwato$¢ oraz koszty biowegla, kluczowe jest mozliwie jak
najbardziej kompleksowe przetestowanie i rozpatrzenie wptywu szerokiego zakresu dawek
biowegla, przed rozpowszechnieniem tego zabiegu w praktyce rolniczej (Lehmann, 2009).
Wykazano, ze dawka biowegla rzedu 30 Mg ha' umozliwia dlugoterminowa poprawe
wlasciwosci gleby, zwigkszenie biordéznorodnos$ci mikroflory glebowej oraz ograniczenie
emisji gazow cieplarnianych (Ahmad i in., 2021; Kubaczynski i in., 2022). Jednak wysokie
dawki biowegla (za zwyczaj o odczynie alkalicznym) majg potencjat do znacznego
podwyzszenia pH gleby do poziomu wartosci przekraczajacych optymalne dla wigkszosci
ro$lin uprawnych i mikroorganizmow glebowych (w tym bakterii metanotroficznych). Ponadto
biowegiel dodawany do gleby wnosi pule wolnych rodnikow, powodujacych stres oksydacyjny
w mikrobioty glebowej (Liao i in., 2014; Odinga i in., 2020; Xiao i in., 2018). Konkludujac,
stosowanie wyzszych dawek biowegla moze mie¢ negatywne konsekwencje oraz nie begdzie
uzasadnione ekonomicznie, gdy nie bedzie za soba niosto wyraznej, dalszej poprawy
parametréw gleby.

Produkcja biowegla moze by¢ jednym ze sposobow racjonalnego zagospodarowania
biomasy odpadowej w postaci tusek slonecznika, jednak efekty stosowania biowggla z tego
surowca (Rysunek 5) w glebach uprawnych nie zostaty jeszcze szczegdtowo opisane. Niewiele
jest badan opisujacych wpltyw biowegla z tusek stonecznika na srodowisko glebowe (Gluba
i in., 2021; Klimek-Kopyra i in., 2021; Rafalska-Przysucha i in., 2020). Mimo rosngcego
zainteresowania ta kwestia, wptyw biowegla z lusek stonecznika na strukture zbiorowisk
mikroorganizméw glebowych i jego rola w ksztattowaniu bilansu wymiany gazowej pomiedzy

gleba, a atmosfera (zwtaszcza CH4) pozostaje nieznany.
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200KX WD=90mm

Rysunek 5. Czastki biowegla przedstawione na zdjeciu (A) oraz struktura biowegla zobrazowana za pomoca

skaningowego mikroskopu elektronowego (B). Powigkszenie 2 000x.

W toku wczesniejszych badan wykazano korzystne wlasciwosci biowegla z tuski
stonecznika, takie jak wysoka zawartos¢ N (Kubaczynski i in., 2020). Ma to duze znaczenie
w kontekscie badanej gleby (Haplic Luvisol), ktora jest zaliczana do gleb ubogich w azot. Jak
wynika z analizy uzytkowania gruntéw i pokrycia powierzchni (LUCAS) (Ballabio i in., 2019),
mediana catkowitej zawartoéci N w europejskich glebach ptowych wynosi ok. 1,8 g kg™.
Zawarto$¢ N badanej gleby ptowej wynosi 0,76 g kg™ (Siczek i in., 2020), czyli znacznie
ponizej Sredniej. Warto zauwazy¢, ze gleby ptowe zajmuja drugie miejsce w UE pod wzgledem
catkowitego pokrycia (266 017 km?), tym samym stanowigc pokazng grupe gleb uprawnych
(Tkaczyk i in., 2017; Téth i in., 2008). Aby utrzymac¢ produkcje rolng na wysokim poziomie,
gleby ptowe wymagaja regularnego nawozenia. Z drugiej strony potwierdzono negatywny
wplyw nawozenia mineralnego, na stabilno$¢ substancji humusowych w Haplic Luvisol.
W celu ochrony gleby ptowej przed degradacja, zalecane jest stosowanie nawozenia
organicznego (Simansky i in., 2017).

Majac na uwadze rosnacg ilo$¢ biomasy odpadowej z tusek stonecznika oraz role gleby
plowej w produkcji rolnej (Cui i in., 2019), celem niniejszej pracy bylo okre§lenie wptywu
dodatku biowegla z tusek slonecznika (zastosowanego w szerokim zakresie dawek
od 0 do 100 Mg ha™) na wiasciwoséci fizykochemiczne gleby oraz sktad i aktywno$é jej
mikrobioty, ze szczegdlnym uwzglednieniem bakterii metanotroficznych. Tym samym podjeto
ocen¢ mozliwosci ograniczenia emisji gazéw cieplarnianych przy jednoczesnym

przedstawieniu racjonalnej metody zagospodarowania biomasy odpadowe;j.
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3.4.2. Materialy i metody

3.4.2.1. Charakterystyka gleby i biowegla

Probki gleby (Haplic Luvisol) zostaty pobrane z 11 poletek doswiadczalnych (51°15°N,
22°35°E) utrzymywanych jako ugoér, z ktérych kazde miato powierzchnie réwng 1,21 m?.
Na poletkach doswiadczalnych zastosowano szeroki zakres dawek biowegla z tusek
stonecznika w ilosciach odpowiadajacych 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 i 100 Mg ha™,
natomiast poletko, pozostawione bez dodatku biowegla stanowito kontrole. Dos§wiadczenie
polowe zalozono w kwietniu 2018 roku, prowadzony eksperyment zostat szczegétowo opisany
przez Szewczaka i in. (2021). Glebe do badan pobrano we wrzesniu 2018 r. (sze$¢ miesigcy po
aplikacji biowegla do gleby), uzyto do tego celu §widra glebowego, pozyskujac wierzchnig
warstwe gleby (0-15 cm), stanowigca probki referencyjne dla kazdego poszczegolnych poletek.

W oparciu o Klasyfikacje Zasobow Glebowych Swiata, gleba pobrana do badan zostata
sklasyfikowana jako gleba ptowa powstata z lessu (Haplic Luvisol) (IUSS Working Group
WRB, 2015). Badana gleba charakteryzowata si¢ zawartoscig wegla organicznego (SOC) rzedu
7,28 g kg?, natomiast poziom rozpuszczonego wegla organicznego (DOC) odpowiadat
232,6 mg kg*. pH gleby (mierzone w H20) osiagneto wartos¢ 5,91 (Tabela 2), za$ udziat frakcji
piaskowych, pylowych i itowych wynidst odpowiednio 66%, 23% i 11% (Usowicz i in., 2016).
Zawarto$¢ azotu (N) w glebie byta na poziomie 0,76 g kg™ (Siczek i in., 2020).

Biowegiel uzyty w doswiadczeniu zostat wyprodukowany przez przedsigbiorstwo New
Technology Trade Sp. z o.0.. Powstal w procesie pirolizy, prowadzanej w zakresie
temperaturowym rzgdu 450-550 °C, za$§ material wsadowy stanowily tuski stonecznika.
Uzyskany karbonizat charakteryzowat si¢ zasadowym odczynem (mierzonym w H20),
przyjmujacym warto$¢ 9,19. Zawartos¢ wegla (C) 1 azotu (N) catkowitego wyniosta
odpowiednio 783 g kg i 9,8 g kg, co oznacza, ze stosunek C/N ksztattowat si¢ na poziomie
80. Biowegiel odznaczat sie rowniez stezeniem DOC réwnym 1065,7 mg kg™ oraz gestoscig
nasypowa tego materialu na poziomie 350 kg m™ (Kubaczynski i in., 2020; Szewczak i in.,
2021).

Zaréwno pH gleby, jak i1 biowegla oznaczono metoda potencjometryczng za pomoca
elektrody szklanej pH, potaczonej z przenosnym multimetrem cyfrowym HQ40D (Hach Lange)
(Sokotowska i in., 2020; Yoo i in., 2014). Zawarto$¢ azotu azotanowego (V) (N-NO3) rowniez
0znaczono metoda potencjometryczng na przesaczu glebowym przy uzyciu elektrody

jonoselektywnej sprz¢zonej z multimetrem HQ40D (Hach Lange) (Shaw i in., 2013). Gestosc¢
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nasypowa gleby i biowggla oznaczono na podstawie masy probek mierzonych w ustalonej
objetosci (10 cm?) i temperaturze (15 °C) (Kubaczynski i in., 2022; Oz¢imen i Karaosmanoglu,
2004). Catkowitg zawarto$¢ C i N w bioweglu mierzono za pomocg analizatora elementarnego
Perkin Elmer CHN 2400. Zasobno$¢ gleby w wegiel organiczny (SOC), jak rowniez zawarto$¢
rozpuszczonego wegla organicznego (DOC) w glebie i bioweglu okreslono na podstawie
roznicy stezenia wegla calkowitego (ang. total carbon - TC) i wegla nieorganicznego
(ang. inorganic carbon - IC). W pomiarach zawartosci TC i IC badanych probek postuzono si¢
analizatorem catkowitego wegla organicznego TOC-VCPH (Shimadzu, Japonia) (Mao i in.,
2019). Zdolno$¢ zatrzymywania wody w glebie (WHC) okre$lono przy analizy wagowej,
zmodyfikowanej przez Pramera i Schmidta (1964) i szczegblowo opisanej przez Y00 i in.
(2014).

Tabela 2. Charakterystyka gleb pobranych z ugorowanych poletek do§wiadczalnych, prowadzonych bez dodatku
biowegla (kontrola) oraz z dodatkiem biowegla z tusek stonecznika zastosowanego w dawkach: 1, 5, 10, 20, 30,

40, 50, 60, 80, 100 Mg ha* ($rednia = odch. stand., n = 3).

Dawka biowegla SOC DOC
(Mg ha') (0 kg?) (mg kg i
Kontrola 7,28 £0,53 232,6 £2,68 5,91+ 0,07
1 9,18 £ 0,20 237,2+ 1,10 5,81 +£0,08
5 9,75+ 0,44 240,4 + 1,40 6,25+ 0,06
10 10,66 + 0,34 235,2+£0,24 6,57 £ 0,20
20 11,59+ 0,24 265,5+ 1,18 6,15+ 0,04
30 13,38 £ 0,11 258,2 + 1,20 6,72+ 0,08
40 14,98 £ 0,14 258,3+ 0,85 6,64 + 0,04
50 16,99 + 1,16 266,3 + 1,56 6,86 + 0,08
60 21,74+ 0,93 277,4 + 1,40 6,96+ 0,12
80 31,35+ 1,43 307,3+2,28 6,95+ 0,08
100 33,71+ 0,79 328,7+ 2,05 7,35+0,12
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3.4.2.2. Opis eksperymentu

Inkubacje gleb wzbogaconych biowgglem prowadzono w temperaturze 25 °C, przy
dwodch poziomach wilgotnosci: 60% 1 100% WHC. Nizsza wilgotnos¢ (60% WHC) jest
uznawana za optymalng pod wzgledem wilgotnosci i natlenienia dla mikrobioty glebowej
(Huang i in., 2019; Skopp i in., 1990), podczas gdy 100% WHC odpowiada petnemu wysyceniu
gleby woda, ktére moze wystapi¢ po np. ulewnym deszczu i skutkuje ograniczeniem dyfuzji
gazow w glebie (Walkiewicz i in., 2020a; Yu i in., 2013).

Przygotowano probki gleby (w trzech powtdrzeniach na wariant, kazda o masie 20 g),
ktoére nastepnie umieszczono w butelkach szklanych o pojemnoéci 120 cm®. Wilgotnosé gleb
ustalono na poziomie 60% i 100% WHC, a nast¢pnie podano probki 14-dniowej preinkubacji
w temperaturze 25 °C. Po tym czasie butelki z glebg przewietrzono, zamknigto oraz dodano
metan w ilosci odpowiadajacej 1% objetosci naczynia inkubacyjnego. Systematyczne pomiary
stezen CHs i1 CO2 w powietrzu zgromadzonym nad probkami gleby, prowadzone przy uzyciu
chromatografu gazowego pozwolily, na przedstawienie dynamik zmiany stezen
obserwowanych gazéw w czasie oraz na wyznaczenie szybkosci utleniania metanu i emisji
ditlenku wegla (Chiu i Huang, 2020; Walkiewicz i in., 2020a).

Po zakonczeniu inkubacji butelki z probkami gleby otworzono, a nastgpnie zmierzono
pH gleb oraz st¢zenie N-NOgz. Za pomocg zestawu PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit
(Qiagen, Hilden, Niemcy) przeprowadzono (w dwoch powtdrzeniach) izolacje genomowego
DNA z prébek glebowych o wilgotnosci 60% WHC. Identyfikacje¢ mikroorganizmow
zasiedlajacych glebe przeprowadzono zgodnie z zaleceniami EMP (Earth Microbiome Project),
zawartymi w 16S Illumina Amplicon Protocol (Thompson i in., 2017). Amplikony regionu V4
16S rRNA zsekwencjonowano (MiSeq Illumina, Genomed S. A., Polska) z wykorzystaniem
pary starterow 515F (5'-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) i 806R
(5'-GGACTACNVGGGTWTCTAAT). Uzyskane sekwencje byly nastepnie przetwarzane
z wykorzystaniem pakietu DADAZ2 (1.14) (Callahan i in., 2016) w jezyku programowania
R (3.6.0) (R Core Team, 2016). Przynalezno$¢ taksonomiczna zostala opracowana na
podstawie najnowszej wersji zmodyfikowanej bazy danych Silva SSU v rl138
(http://wwwz2.decipher.codes/Classification/TrainingSets/SILVA_SSU_r138_2019.RData)
przy uzyciu IDTAXA (Murali i in., 2018). Szczegoly wykonanej analizy bioinformatyczne;j
zostaly przedstawione w pracy Kubaczynskiego i in. (2022). W sumie w probkach ze

wszystkich wariantow zidentyfikowano 638 unikalnych taksonéw (rozpoznane na poziomie
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rodzaju oraz niesklasyfikowane klastry). Wskazniki bior6znorodnosci obliczono za pomoca
programu PAST (Hammer i in., 2001).

Sekwencje amplikonow genu 16S rRNA, uzyskane w tym eksperymencie zostaty
udostepnione jako BioProject PRINA852954 w bazie danych NCBI Sequence Read Archive
(SRA).

3.4.2.3. Obliczenia i analiza statystyczna

Obliczenia wykonane na potrzeby wyznaczenia WHC, szybkosci utleniania CHa | emisji
CO: zostaly szczegotowo przedstawione w pracy Kubaczynskiego i in. (2022).

W celu okreslenia istotnosci statystycznej réznic pomigdzy szybko$ciami utleniania
CHs i emisji CO2 (rozpatrywanymi oddzielnie) przeprowadzono jednoczynnikowa analizg
wariancji (ANOVA) z zastosowaniem testu Tukeya HSD (test post-hoc). Poszczegdlne
warianty, réznigce si¢ dawkowaniem biowegla przenalizowano osobno z uwzglednieniem
dwoch stanow uwilgotnienia gleby (60% i 100% WHC). Wieloczynnikowa analize wariancji
(MANOVA) wykorzystano do okreslenia wptywu dwoch czynnikow: (A) dawki biowegla i (B)
wilgotno$ci gleby na szybkosci utleniana CHa i emisji CO2 w Haplic Luvisol. Do oceny
zaleznosci pomigdzy intensywnos$cig wymiany gazoéw cieplarnianych (CHs, CO2) w uktadzie
gleba-atmosfera, roznorodnoscig zbiorowisk metanotroficznych oraz wlhasciwosciami
fizykochemicznymi gleby zastosowano wspotczynnik korelacji rang Spearmana. Wszystkie

analizy przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica 13 (TIBCO Software).
3.4.3. Wyniki

3.4.3.1.Wlasciwosci fizykochemiczne gleby

W glebie o wilgotnosci 60% WHC, pH (5,04 + 0,08) zostato istotnie podwyzszone przez
niemal wszystkie dawki biowegla z wyjatkiem najnizszej (1 Mg ha), a wzrost wartoéci pH
gleby wyniést od 0,24 do 1,71 (Tabela 3). Najwyzsza dawka biowegla (100 Mg ha™) poprawita
odczyn gleby, ktory z kwasnego przyjat wartos$ci odczynu obojetnego (6,75 + 0,03). Przy glebie
uwilgotnionej na poziomie 100% WHC, wartosci pH byly na ogoél wyzsze niz w glebie
inkubowanej w warunkach 60% WHC, a tendencja wskazujaca na istotne podwyzszenie pH
zostala zaobserwowana rowniez w glebie o wyzszej wilgotno$ci. Podobnie jak w warunkach
odpowiadajacych 60% WHC, jedynie najnizsza dawka biowegla nie wywolala istotnego
wzrostu pH gleby (Tabela 3).
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Biowegiel zastosowany w dawkach > 10 Mg ha! spowodowat istotny wzrost zawartoéci
azotu azotanowego (V) w glebie inkubowanej w warunkach 60% WHC. Stezenie azotu
azotanowego (V) w glebie kontrolnej wynosito 94,00 + 0,89 mg N-NOs kg™, natomiast po
aplikacji biowegla jego zawarto$¢ wzrosta od 115,00 =+ 3,61 mg N-NOs kg* (10 Mg ha) do
nawet 194,00 + 2,65 mg N-NOs kg (100 Mg hal) (Tabela 3).

Biowegiel z tusek stonecznika odznaczat si¢ niemal sze$ciokrotnie wyzsza zdolno$cia
zatrzymywania wody (WHC) na poziomie 2,58 + 0,06 g H.O g, niz gleba kontrolna
(0.444 £ 0.009 g H20 g?). Niemniej jednak wzbogacenie gleby bioweglem w dawkach
od 1 do 50 Mg ha! nie przyniosto istotnej poprawy WHC gleby. Dopiero trzy najwyzsze dawki
biowegla (60, 80 i 100 Mg ha™) istotnie zwickszylty WHC gleby, a skuteczna poprawa WHC
utrzymywata si¢ W zakresie od 11,04% do 12,39% w odniesieniu do gleby kontrolnej
(Tabela 3).
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Tabela 3. Wiasciwosci fizykochemiczne (WHC, pH i N-NOs) gleb ($rednia = odch. stand., n = 3). Rdzne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie pomi¢dzy wariantami zroéznicowanymi pod wzgledem dawkowania

biowegla, natomiast gwiazdki oznaczaja roznice istotne statystycznie w odniesieniu do kontroli (Test Tukeya,

p < 0,05).

Dawka N-NOs3
pH pH WHC
biowegla (mg kg?)
60% WHC 100% WHC (@H204gY)
(Mg ha) 60% WHC
Kontrola 5,04 £ 0,08 94,00 + 0,89 5,79 £ 0,09 0,444 + 0,009
1 5,13+ 0,09 (ab) 89,53+ 0,59 (a) 5,99 + 0,11 (abd) 0,448 + 0,009 (a)
5 5,28 + 0,09 * (abd) 97,07 +£ 0,61 (b) 6,34 = 0,08 * (abcdefg) 0,436 = 0,006 (ab)
10 5,52+ 0,03 * (cdef) 115,00+3,61*(c) 6,49+ 0,05 * (bcdefghi) 0,445 + 0,011 (a)
20 5,38+ 0,02 * (bcde) 115,00 + 2,65 * (c) 6,29 + 0,03 * (abcdefq) 0,462 + 0,014 (a)
30 5,58 £ 0,01 * (cdef) 125,00 + 1,00 * (d) 6,42 + 0,05 * (bcdefgh) 0,467 £ 0,01 (ac)
40 5,61 + 0,18 * (cef) 132,33+ 1,15 * (e) 6,5 + 0,05 * (bcdefghi) 0,461 + 0,007 (a)
50 5,93+ 0,02 *(g) 154,00+2,65* (f) 6,49+ 0,12 * (bcdefghi) 0,464 + 0,003 (a)
60 6,19+ 0,07 * (h) 157,33+ 3,06 * (f) 6,83 = 0,05 * (cefghij) 0,499 + 0,015 * (d)
80 6,52 + 0,04 * (i) 160,00+ 1,73 * () 6,89 + 0,06 * (cfghij) 0,495 + 0,006 * (cd)
100 6,75+ 0,03 * (j) 194,00 + 2,65 * (g) 7,21+ 0,42 * (hij) 0.4930,011 * (cd)

3.4.3.2. Wymiana gazowa (CHas, COz2, O2)

3.4.3.2.1. Utlenianie CH4 i emisja COz2 z gleby o wilgotnosci odpowiadajacej 60% WHC

Pierwsze efekty wzbogacenia gleb bioweglem z tusek stonecznika byty widoczne

(choé jeszcze nieistotne statystycznie) po aplikacji dawki rownej 30 Mg hal. Szybkosé
utleniania CH4 dla gleby w tym wariancie wyniosta 1,92 + 1,42 mg CHs-C kgt d?, czyli
ok. czterokrotnie wiecej, niz w glebie kontrolnej (0,48 + 0,28 mg CHs-C kg* dt). Zastosowanie
biowegla w dawkach wyzszych, niz 30 Mg ha™! przyniosto istotng poprawe szybkosci utleniania
metanu (Rysunek 6A). Dawki biowegla rzedu 40-80 Mg ha® wywotaly co najmnie;
dziesigciokrotny, a nawet trzynastokrotny wzrost szybkosci utleniania metanu w poréwnaniu
z gleba kontrolng, przyjmujac wartosci wahajace si¢ w przedziale od 4,89 + 0,37
do 6,03 + 0,77 mg CHs-C kg?! d!. Najwyzsza dawka biowegla (100 Mg ha™) wywotata
zdecydowanie najsilniejszy wplyw na utlenianie metanu w Haplic Luvisol. Szybko$¢ utleniania
Mmetanu w glebie o najwyzsze] zawartosci biowegla byta blisko siedemnastokrotnie wyzsza
(8,36 + 0,84 mg CHa-C kg d') w poréwnaniu z glebg bez biowegla (kontrolng) (Rysunek 6A).
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Rysunek 6. Szybkosci utleniania CHa (A, C) i emisji CO2 (B, D) w glebie kontrolnej (bez biowegla) i glebach
uzyznionych bioweglem w dawkach: 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 i 100 Mg ha™. Inkubacje prowadzono
w temperaturze 25 °C, z 1% CHya (0bj.), w dwdch wariantach wilgotnosci: 60% 1 100% WHC ($rednia + odch.
stand., n = 3). Rdzne litery oznaczajg réznice istotne statystycznie pomigdzy wariantami o ré6znym dawkowaniu

biowegla. Gwiazdki oznaczajg istotne roznice pomiedzy danym wariantem, a odpowiednia kontrolg (test Tukeya,

p < 0,05).

Szybkosci emisji CO2 w glebach o wilgotnosci odpowiadajacej 60% WHC byty istotnie
wigksze po zastosowaniu nawet najmniejszej dawki biowegla, niz szybkos$¢ emisji CO2
reprezentujaca glebe kontrolna (3,16 + 0,25 mg CO2-C kg d?) (Rysunek 6B). Dawki biowegla
w przedziale od 1 do 50 Mg ha! wykazywaly podobny poziom oddziatywania na szybkosci
emisji CO2 z Haplic Luvisol, ktérych wartosci wahaly si¢ w granicach od 4,77 + 0,14
do 5,43 + 0,23 mg CO,-C kg* d*. Trzy najwyzsze dawki biowegla (60, 80 i 100 Mg ha™)
wywotaty najwyzszy wzrost emisji CO- z gleby, ktorych wartosci miescity si¢ w przedziale od
6,26 = 0,07 do 6,9 + 0,36 mg CO2-C kg? d*. Niemniej jednak, wprowadzenie biowegla do
gleby skutkowato co najwyzej dwukrotnym zwigkszeniem szybkosci emisji CO2 (Rysunek 6B).
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3.4.3.2.2. Zmiany w wymianie gazowej gleby o wilgotnos$ci odpowiadajacej 100% WHC

Utlenianie metanu przebiegalo na ogdt szybciej w warunkach wyzszej wilgotnosci
gleby (100% WHC) (Rysunek 6C), niz w glebie o wilgotnosci odpowiadajacej 60% WHC
(Rysunek 6A). Roznice pomigdzy wariantami o roznej wilgotno$ci byly wyraznie widoczne,
zwlaszcza w glebie kontrolnej oraz po zastosowaniu mniejszych dawek biowegla
do 30 Mg ha?l (Rysunki 6A i 1C). W warunkach 100% WHC, dawki biowegla rzedu
20 Mg ha i wieksze spowodowaty istotny wzrost aktywnosci metanotroficznej Haplic Luvisol,
wyrazony poprzez zwigkszenie szybkos$ci utleniania metanu (przyjmujace wartosci
> 6,17 = 1,46 mg CHs-C kg d!). Wzbogacenie gleby bioweglem w dawkach: 50, 60, 80
i 100 Mg ha'! spowodowalo poprawe szybkosci utleniania metanu z 6,7 + 0,82
do 7,68 £ 0,99 mg CHs-C kg' d?, a uzyskane wartosci byly ok. czterokrotnie wyzsze
w poréwnaniu z gleba kontrolg (1,77 + 0,99 mg CH4-C kgt d?) (Rysunek 6C).

Gleby wzbogacone bioweglem, inkubowane w dwoéch warunkach wilgotnosci (60%
1 100% WHC) charakteryzowaty si¢ zblizonymi szybko$ciami emisji COz2, jednak warto$ci
rejestrowane w wariantach glebowych o wigkszym nasyceniu woda wykazywaty mniejsze
zroznicowanie, wywotane szerokim zakresem dawek biowegla (Rysunki 6B i 6D). W glebie
o wilgotnosci odpowiadajacej 100% WHC dodatek biowegla w dawkach wyzszych niz,
1 Mg hal spowodowal istotny wzrost szybkosci emisji CO2 z poziomu
399 + 034 mg COxC kg! d! dla gleby kontrolnej do maksymalnie
6,2 + 0,1 mg CO2-C kg™ d! po zastosowaniu biowegla w iloci 100 Mg ha™. Podsumowujac,
w glebie wzbogaconej bioweglem szybkosci emisji CO2 byly od 20 do 60% wyzsze,
niz w glebie kontrolnej (Rysunek 6D).

3.4.3.3. Struktura zbiorowisk mikrobiologicznych

Badana gleba (Haplic Luvisol) charakteryzowata si¢ duzg bior6znorodnoscia, o czym
swiadczyly wysokie wartosci wskaznikow roznorodnos$ci alfa. Wszystkie rozpatrywane dawki
biowegla wyraznie zwiekszyly roéznorodno$¢ mikrobiologiczng badanej gleby. Ponadto,
dodatek trzech najwyzszych dawek biowegla (60, 80 i 100 Mg ha) w najwiekszym stopniu
przyczynity si¢ do poprawy bioréznorodnosci Haplic Luvisol (Tabela 4).

Sekwencje reprezentujgce najliczniejsze taksony (> 5% udzialu w zbiorowiskach
mikrobiologicznych) stanowily do 30% wszystkich odczytéw. Poprawe biordznorodnosci,
spowodowang dodatkiem biowegla wida¢ m.in. w liczbie zidentyfikowanych

mikroorganizmow. Glebe kontrolng reprezentowato 254 taksony, natomiast glebe wzbogacong
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bioweglem w dawce 100 Mg ha? az 337, przy czym najwicksze bogactwo taksonomiczne
Haplic Luvisol (341 taksondw) wystepowato po aplikacji biowegla rzedu 60 Mg ha™. Dodatek
bioweggla spowodowal réwniez wzrost wskaznika Shannona (H). W glebie bez biowggla
przyjmowat on warto$¢ 4,026, podczas gdy po wzbogaceniu gleby bioweglem w dawce
80 Mg ha™ 4,485. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, iz znaczny wzrost wartoéci wskaznika
Shannona (H) (z 4,026 do 4,417) nastapit po zastosowaniu nawet niewielkiej dawki biowegla,
wynoszacej 10 Mg ha™l. Wartoéci odwrotnego wskaznika Simpsona wahaty si¢ od 0,969
w glebie kontrolnej do 0,980 w dawkach biowegla rzedu 40 i 50 Mg ha™.

Tabela 4. Wskazniki bior6znorodno$ci wyznaczone dla gleby wzbogaconej bioweglem z tusek stonecznika.

Dawki Wskazniki bioréznorodnosci

biowegla Liczba Dominacja Odwrotny ~ Shannona  Réwno- Fishera

(Mg ha't) taksonow (D) Simpsona (H) mierno$é

Kontrola 254 0,031 0,969 4,026 0,221 18,72
10 308 0,021 0,979 4,417 0,269 22,93
20 280 0,022 0,978 4,365 0,281 20,8
30 284 0,021 0,979 4,418 0,292 20,97
40 305 0,02 0,98 4,454 0,282 22,59
50 298 0,02 0,98 4,468 0,293 22,02
60 341 0,024 0,976 4,413 0,242 25,43
80 334 0,021 0,979 4,485 0,266 2491
100 337 0,023 0,977 4,461 0,257 25,23

W badanych probkach gleby zidentyfikowano bakterie 1 archeony, nalezace tacznie do
26 typow. Zbiorowiska mikroorganizméw w glebie bez biowegla (kontrolnej) 1 wzbogacone;j
biowgglem zostalty zdominowane przez Proteobacteria, ktorych udziat wahat si¢ od 35,94 do
45,35%, Acidobacteria (od 11,06 do 18,81%), Actinobacteria (od 7,58 do 17,65%), Firmicutes
(od 8,33 do 17,53%), Gemmatimonadetes (od 1,14 do 6,8%), Thaumarchaeota (od 2,19 do
4,01%), Bacteroidetes (od 1,19 do 3,57%), Verrucomicrobia (od 0,67% do 3,92%),
Planctomycetes (od 1,63 do 2,6%), Armatimonadetes (od 0,18 do 0,5%). Mikroorganizmy
niesklasyfikowane na poziomie typu stanowilty od 3,13 do 4,12% spolecznosci
mikroorganizméw glebowych. Udziat pozostatych typow nie przekraczat 1,4% (Rysunek 7).

Analiza zbiorowisk mikroorganizmow wystepujacych w glebie wzbogaconej réznymi

dawkami biowggla wskazuje na niewielki wptyw suplementacji na udziat mikroorganizméw
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reprezentujacych najliczniejsze typy. Jedng z istotniejszych zmian w skladzie mikrobioty
glebowej, byl niewielki wzrost udziatlu Acidobacteria w glebie wzbogacone] wyzszymi
dawkami biowegla, z 12,52% w glebie kontrolnej do 14,91% przy dawce bioweggla wynoszace]
30 Mg ha, a nawet 18,81% po aplikacji biowegla w dawce 80 Mg ha™. Podobng tendencje
zaobserwowano rozpatrujgc udzial Actinobacteria, ktory rowniez wzrastal wraz z dawka
biowegla, osiggajac wartos¢ 17,65% przy dawce 80 Mg hal. Jednoczes$nie zmniejszyt sie udziat
mikroorganizméw reprezentujacych typ Firmicutes z 15,84% po aplikacji biowegla w dawce
10 Mg hal do 8,33% w glebie wzbogaconej bioweglem na poziomie 80 Mg ha’
oraz Gemmatimonadetes z 5,25% po uzyciu dawki 20 Mg ha do 1,14% po zastosowaniu

biowegla w ilosci 100 Mg ha™.

04 -
100% m Inne
90% - ® Armatimonadetes
80% - ® Verrucomicrobia
70% A H Bacteroidetes
< 60% A ® Planctomycetes
= ® Thaumarchaeota
S 50% - ) )
3 l m niesklasyfikowane
= 40% - .
® Gemmatimonadetes
30% 1 Actinobacteria
20% - Firmicutes
10% A = Acidobacteria
0% - ® Proteobacteria
Kontrola 10 20 30 40 50 60 80 100

Dawka biowegla (Mg hat)

Rysunek 7. Zréznicowanie zbiorowisk mikroorganizméw, przedstawione poprzez wzgledng liczebnosé typow
mikroorganizméw w wariantach po aplikacji szerokiego zakresu dawek bioweggla z tusek stonecznika w Haplic

Luvisol (60% WHC).

Rozpatrujac strukture zbiorowisk mikroorganizmow glebowych na poziomie rodzaju
wykazano, iz wzbogacenie gleby biowgglem zmniejszyto liczebno$¢ bakterii z rodzaju Massilia
oraz zwickszyto udzial przedstawicieli nalezacych do Nitrososphaera (Rysunek 8). Ponadto
najwyzsze dawki biowegla (60, 80 i 100 Mg ha™) ograniczyty liczebnosé¢ bakterii z rodzaju
Bacillus i Sphingomonas. Potwierdzono roéwniez pozytywny wptyw dodatku biowegla na udziat
bakterii metanotroficznych, w szczegélno$ci przedstawicieli z rodzaju Methylobacter

(Rysunek 8).
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Rysunek 8. Hierarchicznie zgrupowana mapa cieplna najliczniej reprezentowanych (sumarycznie powyzej 5%)
bakterii i archeonow, na poziomie rodzaju w glebie bez biowegla (kontrola) i glebie uzyznionej bioweglem
w dawkach: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 i 100 Mg ha!, inkubowanych w wilgotnosci odpowiadajacej 60% WHC.
Analiza skupien struktury spotecznos$ci mikroorganizmoéw zostata przeprowadzona w oparciu o odlegtosci

euklidesowe.
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3.4.3.3.1. Wplyw biowegla na bakterie metanotroficzne

Dodatek biowegla z tusek stonecznika istotnie wptynat na roéznorodnos¢ i udziat
metanotrofow w zbiorowisku mikrobiologicznym Haplic Luvisol (Rysunek 9). Bakterie
metanotroficzne byly gtdéwnie reprezentowane przez przedstawicieli rodzajow: Methylobacter,
Methylocystis,  Methylomicrobium i1 Methylocaldum. Dominowaly bakterie z rodzaju
Methylobacter, ktorych udziat w zbiorowisku byt kilkukrotnie wigkszy, niz przedstawicieli
pozostatych rodzajow bakterii metanotroficznych. Ponadto udzial bakterii nalezacych do
rodzaju Methylobacter byt $cisle zwigzany z zastosowang dawkg biowegla, poniewaz ich
obecnos$¢ potwierdzono jedynie w glebie wzbogaconej trzema najwyzszymi dawkami (60, 80
i 100 Mg hal). Udzial Methylobacter osiagneta maksimum (7,45%), po zastosowaniu biowegla
w dawce 60 Mg ha?, jednak co ciekawe, w glebach uzyznionych dwiema najwyzszymi
dawkami biowegla (80 i 100 Mg ha!) odnotowano spadek udziatu Methylobacter odpowiednio
0 3,13% i 0,39% (Rysunki 8 9).

Bakterie z rodzaju Methylocystis byty zdecydowanie stabiej reprezentowane (ich udziat
nie przekraczal 0,29%), jednak obecne w niemal kazdym spos$rod testowanych wariantow
suplementacji gleby. Metanotrofy nalezace do tego rodzaju reagowaty na dodatek biowegla
w odmienny sposob, niz Methylobacter tj. najwigksza ich obfitos¢ stwierdzono w glebie
z dawka biowegla na poziomie 10 Mg ha i wraz ze wzrostem zawarto$ci biowegla udzial
metanotrofow z tego rodzaju systematycznie spadal, osiggajac jedynie 0,03% w glebie
wzbogaconej bioweglem o 60 Mg ha?®. Udzial bakterii nalezagcych do rodzaju
Methylomicrobium byt do$¢ niski (nie przekraczal 0,04%), a ponadto ich obecnosé
potwierdzono jedynie w probkach gleby wzbogacone; bioweglem w dawkach 60
i 100 Mg ha. Ostatni i najmniej liczny (jego udziat oszacowano na ponizej 0,002%) rodzaj
bakterii metanotroficznych to Methylocaldum. Przedstawicieli tego rodzaju zidentyfikowano
jedynie w glebie po aplikacji biowegla w dawce 60 Mg hal. Warto zaznaczy¢, ze gleba
wzbogacona bioweglem w dawce 60 Mg ha™! byta jedynym wariantem, w ktérym potwierdzono
obecnos¢ przedstawicieli wszystkich wymienionych powyzej rodzajow  bakterii

metanotroficznych.
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Rysunek 9. Poréwnanie sktadu zbiorowisk bakterii metanotroficznych (na poziomie rodzaju) w glebie kontrolne;j

oraz wzbogaconej biowgglem z tusek stonecznika.
3.4.4. Dyskusja

3.4.4.1. Wplyw dodatku biowegla z lusek slonecznika na wlasciwosci fizykochemiczne

gleby

Jednymi z najlepiej udokumentowanych dotychczas korzysci, wynikajacych ze
wzbogacenia gleb biowgglem sg zmiany wlasciwosci fizykochemicznych gleb, prowadzace do
podwyzszenia jakosci gleby. Takie efekty zaobserwowano réwniez w Haplic Luvisol,
wzbogaconej bioweglem z tusek stonecznika (Tabela 2). Istotne zwigkszenie zawartosci wegla
organicznego w glebie (SOC) nastgpilo po zastosowaniu kazdej sposrod badanych dawek
biowegla. Ponadto wzbogacenie Haplic Luvisol trzema najwyzszymi dawkami biowegla
poskutkowato nawet pigciokrotnie wyzsza zawartoscia SOC w porownaniu z glebg kontrolna.
W eksperymencie prowadzonym z udziatem biowegla ze zrgbkow drzewnych, wzbogacenie
gleby ptowej dawka karbonizatu rzedu 10 Mg ha™ doprowadzito do podwyzszenia zawartosci
catkowitego wegla organicznego o okoto 17% (Kubaczynski i in., 2022). Analogiczna dawka
bioweggla z tusek stonecznika zwigkszyta SOC gleby az o 46%. W zwigzku z powyzszym,
biowegiel z tusek stonecznika wykazywat wysoka skuteczno$¢ w poprawie zawartosci SOC.

Zawarto$¢ rozpuszczonego wegla organicznego (DOC) réwniez wzrosta po

wzbogaceniu gleby bioweglem z lusek slonecznika. Badana gleba charakteryzowata sig
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zawartoscig DOC réowng 232,6 mg kg, Biowegiel w dawkach > 20 Mg ha? zwigkszyt
zasobno$¢ gleby w DOC do pozioméw powyzej 250 mg kg™, co odpowiada zwigkszeniu puli
rozpuszczonego wegla organicznego o co najmniej 11%, a po zastosowaniu najwyzszej dawki
biowegla nawet o 41,4% (Tabela 2). Warto przy tym zauwazy¢, iz badana gleba zostata
wzbogacona biowgglem zaledwie pdt roku przed pobraniem probek i przeprowadzeniem
omawianego do$wiadczenia. Starzenie biowegla w warunkach naturalnych, spowodowane jego
ekspozycja na substancje zawarte w glebie (m.in. kwasy humusowe, enzymy), jak réwniez
czynniki atmosferyczne (naturalne cykle nawilzania i suszenia oraz zamarzania i rozmarzania
gleby) oraz kolonizacj¢ powierzchni biowegla przez mikroorganizmy glebowe (Albalasmeh
I Ghazzehei, 2013; Ameur i in., 2018; Li i in., 2019). Post¢pujaca degradacja biowegla moze
skutkowa¢ wzrostem zawartosci DOC w glebie (Mukherjee i in., 2014). Dane literaturowe
potwierdzaja popraw¢ zawartosci oraz dlugoterminowg stabilizacj¢ poziomu DOC w glebie
z bioweglem (Liu i in., 2016; Smebye i in., 2016; X. Yang i in., 2017). Rozpuszczony wegiel
organiczny jest zrodtem latwo przyswajalnych form C, uzytecznych dla roslin i mikrobioty
glebowej (Hayes i in., 2019; L. Wang i in., 2020). W glebach intensywnie uzytkowanych
rolniczo, a takg na kontynencie europejskim jest bardzo czgsto gleba ptowa, dodatek biowegla
moze by¢ sposobem ochrony gleby przed degradacjg (Hui, 2021). Uzyty w eksperymencie
polowym biowggiel z lusek slonecznika charakteryzowat si¢ wysoka zawartoscia DOC
wynoszaca 1065,7 mg kg?. Silna korelacja migdzy wartosciami SOC i DOC w glebie
potwierdzita zalezno$¢ zawartosci DOC od zasobnosci gleby w SOC, ktora w przedstawionym
eksperymencie zostata poprawiona przez dodatek bioweggla. Ponadto analiza korelacji rang
Spearmana wykazata silng korelacj¢ pomigdzy zawartosciag SOC i1 DOC oraz wskaznikiem
emisji CO; (Tabela 5). Poprawa dostepnosci C, bedacego jednym z pierwiastkow biogennych,
zwigkszyla respiracj¢ gleby, bedaca jednym z gléwnych wskaznikow aktywnosci
mikrobiologicznej i zyznosci gleby (Klimek-Kopyra i in., 2021; Ouyang i in., 2014). Wobec
powyzszego mozna stwierdzi¢, iz dodatek biowegla z tusek stonecznika do Haplic Luvisol jest
zabiegiem poprawiajagcym zasobno$¢ gleby w wegiel, a co za tym idzie przeciwdziatajagcym
degradacji gleby, zwigkszajacym aktywno$¢ mikrobiologiczng oraz bior6znorodnosé
ekosystemow.

Kwestia wptywu biowegla na zasobnos$¢ gleby w azot jest obecnie zywo rozwijanym
zagadnieniem badawczym. Doniesienia literaturowe potwierdzaja role biowegla jako
uzytecznego zrodta N. Jednym z mozliwych efektow, odpowiedzialnych za wzbogacenia gleby
w N jest powolne uwalnianie jonéw azotanowych (NO3z") na skutek starzenia si¢ biowegla

w glebie (Hagemanniin., 2017). U podstaw kolejnego mechanizmu, zwigkszajacego zasobno$¢
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gleby w azotany rowniez lezy degradacja biowegla. Wraz ze stopniowym utlenianiem biowggla
wzrasta ilo§¢ grup funkcyjnych, zlokalizowanych na jego powierzchni oraz mostkow
kationowych odpowiedzialnych w duzej mierze za sorpcje NOs~. Azotany ulegaja nastepnie
powolnej desorpcji, zmniejszajac tym samym utrat¢ azotu z gleby (Sanford i in., 2019).
Biowegiel z tusek stonecznika, zastosowany w dawkach 10 Mg ha i wyzszych zwigkszyt
dostepng pule N-NOs w Haplic Luvisol w zakresie od 22,34% (10 Mg ha) do 106,38%
(100 Mg ha) (Tabela 3). Ponadto w przedstawianych badaniach zawartos¢ N-NO3 byta
najsilniej skorelowana z SOC (Tabela 5). Uzyskane rezultaty znajdujg potwierdzenie w pracach
innych badaczy. Ullah i in. (2020) potwierdzili zwigkszong dostepnos¢ N-NOz, spowodowang
wprowadzeniem biowegla do gleby nawozonej mineralnie, natomiast Alam i in. (2019)

wykazali silna, dodatnig korelacj¢ pomigdzy SOC, a zawartoscig i dostgpnoscia azotu w glebie.

Tabela 5. Wspoétczynniki korelacji rang Spearmana wyznaczone dla parametrow badanej gleby takich jak:
utlenianie CH., emisja CO,, wlasciwosci fizykochemiczne gleby (pH, DOC, SOC, N-NOgz) oraz udziat bakterii
metanotroficznych. Analize przeprowadzono dla danych uzyskanych z wariantow glebowych bez biowegla
(kontrola) i z bioweglem w dawkach 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 i 100 Mg ha?, inkubowanych
w warunkach wilgotnosci odpowiadajacym 60% WHC. Wspodtczynniki istotne statystycznie dla wartosci > 0,4

oznaczono kolorem czerwonym (p < 0,05).

Utlenianie CHs Emisja CO; pH DOC SOC  N-NOs; Udzial
metanotrofow
Utlenianie CH.4 1,00
Emisja CO- 0,84 1,00

pH 0,90 0,87 1,00

DOC 0,79 0,78 0,86 1,00

SoC 0,92 0,87 0,95 0,91 1,00

N-NO3 0,92 0,89 0,95 0,87 0,98 1,00

Udziat metanotrofow 0,68 0,80 0,77 0,56 0,68 0,70 1,00

Ze wzgledu na powszechno$¢ nadmiernego zakwaszenia gleb, kolejng, dobrze
udokumentowang korzys$cig stosowania biowggla jest wzrost odczynu (pH) gleb (Gul i in.,
2015; Hui, 2021; Shah i in., 2017; Tomczyk i in., 2020). Przewazajaca cze$¢ biowegli
scharakteryzowanych w literaturze ma odczyn obojetny lub zasadowy, jest to spowodowane
duza zasobnoscig popiolu w tlenki i wodorotlenki metali alkalicznych (Gul i in., 2015;
Kubaczynski i in., 2020; Mierzwa-Hersztek i in., 2018). Biowegiel z tusek stonecznika
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charakteryzuje si¢ wysoka (kilkunastoprocentowa) zawarto$cig popiotu, co moze w duzej
mierze odpowiadac za jego zasadowy odczyn (Mikula i in., 2020). Ponadto Vassilev i in. (2014)
wykazali, ze popiot biowegla z tusek stonecznika charakteryzowat si¢ wysoka zawartoscig KoO
(49,84%) 1 CaO (11,87%). Odczyn badanego biowegla z tusek stonecznika byt wysoki
(PH 9,19) i w konsekwencji juz niskie dawki tego biowegla na poziomie 5 Mg ha™ byly
w stanie istotnie podnies¢ pH Haplic Luvisol z 5,04 do 5,28 (60% WHC) (Tabela 3). Najwyzsza
dawka biowegla (100 Mg ha') zmienila odczyn gleby z kwasnego (pH 5,04) na obojetny
(pH 6,75). Co istotne, podobne tendencje obserwowano przy obu badanych poziomach
wilgotnosci gleby. Z tego powodu wzbogacenie gleb bioweglem z tusek stonecznika moze by¢
metoda podwyzszenia pH i tym samym przeciwdziatania zakwaszeniu gleby, stosowang
alternatywnie dla wapnowania.

Poprawa odczynu gleby ma kluczowe znaczenie dla wydajnosci produkcji ro§linnej oraz
aktywno$ci mikroorganizméw zasiedlajacych glebe. Glowne skladniki pokarmowe sa
najefektywniej przyswajane przez rosliny, gdy pH gleby miesci si¢ w zakresie od lekko
kwasnego do obojetnego (pH od 5,6 do 7,0) (Grzebisz i in., 2005). Wspomniany zakres pH jest
rowniez okreslany jako optymalny dla rozwoju zbiorowisk bakterii metanotroficznych,
odpowiedzialnych za biologiczne utlenianie metanu (Liu i in., 2019; Malyan i in., 2016). Silna
korelacja wykazana pomiedzy pH gleby, a liczebno$cig metanotrofow i1 szybkoscia utleniania
metanu potwierdzita wieloaspektowy, cho¢ czesto posredni wpltyw biowegla z lusek
stonecznika na ksztattowanie srodowiska glebowego (Tabela 5).

Rosngca liczba anomalii klimatycznych, w szczegdlnosci susz, prowadzi do
pustynnienia kolejnych agroekosysteméw (World Meteorological Organization, 2021)
i stwarza powazne zagrozenie dla ciaggtosci wydajnej produkcji rolnej (Kroeger i in., 2021,
Mouchi i in., 2019). Wilgotno$¢ gleby odpowiadajaca polowej pojemnosci wodnej (PPW)
zapewnia optymalny wzrost wigkszoS$ci roslin uprawnych, a takze warunkuje sprawny transport
soli mineralnych, dyfuzje¢ tlenu 1 innych gazéw w glebie oraz wysoka aktywno$¢ mikrobioty
glebowej (Fischer i in., 2019; Skopp i in., 1990; Yu i in., 2013). Zdolno$¢ zatrzymywania wody
w glebie jest w duzej mierze determinowana zawartos$cig glebowej materii organicznej oraz
strukturg gleby (Huntington, 2007; Liao i Thomas, 2019). Dodatek biowggla do gleby poprawia
pule SOC oraz chionno$¢ i1 porowatos¢ gleby, co ma pozytywny wplyw na zdolnosé
zatrzymywania wody w glebie (Cao i in., 2017; Mao i in., 2019; Palansooriya i in., 2019).
Wzbogacenie gleby ptowej bioweglem z tusek stonecznika poprawilo WHC gleby nawet

o 12,4% (w poréwnaniu z kontrolg), przy czym istotng statystycznie poprawe zdolnos$ci
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zatrzymywania wody w glebie odnotowano dopiero po zastosowaniu biowegla w dawkach
> 60 Mg ha (Tabela 3).

3.4.4.2. Aktywnos¢ metanotroficzna i wymiana gazow cieplarnianych (CHs i COy)

pomiedzy glebg z bioweglem a atmosfera

Rosngce zagrozenie gleb degradacja, wynikajace z intensywnej gospodarki rolnej oraz
nasilajgcych si¢ zmian klimatu, jak réwniez potrzeba racjonalnego zagospodarowania biomasy
odpadowej w postaci m.in. tusek stonecznika staty si¢ powodem do przeprowadzenia
niniejszych badan. Niewielki zaséb doniesien literaturowych, opisujacych zastosowanie
biowegla z tusek stonecznika jako dodatek do gleby, a co za tym idzie che¢ uzupetnienia wiedzy
na ten temat, stanowily dodatkowe uzasadnienie przedstawionej pracy. Przeprowadzony
eksperyment dowiodt skutecznosci biowegla z tusek stonecznika w poprawie wlasciwosci
fizykochemicznych (SOC, DOC, pH, N-NOs i WHC) Haplic Luvisol (Tabela 2 i 3).
Przeksztatcenia §rodowiska glebowego, indukowane bioweglem obejmowaty rowniez zmiany
w zbiorowiskach bakterii metanotroficznych. Wieloczynnikowa analiza wariancji potwierdzita
istotny wptyw biowegla na utlenianie CH4 (Tabela 6), co pozostaje w zgodzie z dostgpnymi
danymi literaturowymi (Huang i in., 2019; Walkiewicz i in., 2020b; Z. Wu i in., 2019; Yu i in.,
2013). Wzbogacenie gleby bioweglem sprzyja rozwojowi zbiorowisk bakterii
metanotroficznych, co przektada si¢ na wzrost aktywno$ci metanotroficznej (Reddy i in., 2014;
Zhao i in., 2021). Powierzchnia biowggla, z uwagi na swoj hydrofobowy charakter, moze by¢
miejscem wydajnej sorpcji metanu, co przyczynia si¢ do poprawy dostgpnosci substratu
w procesie biologicznego utleniania metanu (Kubaczynski i in., 2022; Sadasivam i Reddy,
2015).
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Tabela 6. Wieloczynnikowa analiza wariancji zastosowana do poréwnania dwoch czynnikow: (A) dawki
biowegla i (B) wilgotnosci gleby na utlenianie CHs i emisje CO2 w glebie ptowej wzbogaconej biowgglem z tusek

stonecznika (n = 3).

Utlenianie CH4 Emisja CO2

Gléwne czynniki

. . F=48,50 F=28,1
. -1 1 i
A: dawka biowegla (0, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 i 100 Mg ha™) p < 0,0001 p < 0,0001
e . F=105,21
B: wilgotno$¢ gleby (60% WHC wobec 100% WHC) b < 0,0001 NS*
Interakcje
F=9,562 F=7,84
AxB p < 0,0001 p< 0,0001

* NS - nieistotne statystycznie

Cze$¢ zrddet literaturowych sugeruje, iz poprawa aktywnos$ci metanotroficznej gleb
wzbogaconych bioweglem jest spowodowana zwigkszong dostepnoscia tatwo przyswajalnych
zwigzkow, wniesionych do gleby wraz z biowgglem 1 stanowiacych zrodto pierwiastkow
biogennych dla mikrobioty glebowej (Feng i in., 2012; Hale i in., 2012; Lentz i in., 2014;
Z.Wuiin., 2019). Wu i in. (2019) tacza wzrost szybkoS$ci utleniania metanu ze wzbogaceniem
gleby w azot (N) pochodzacy z biowegla (w dawce 40 Mg ha™l). Biowegiel zastosowany przez
Wu i in. (2019) charakteryzowat si¢ zawartoscig N na poziomie 5,6 g kg™*. Biowegiel z tusek
stonecznika uzyty w przedstawionym eksperymencie odznaczal si¢ jeszcze wigksza
zawarto$cig N na poziomie 9,8 g kg™, podczas gdy pula N, zawarta w badanej glebie ptowe;j
ksztattowala sie na poziomie zaledwie 0,75 g kg'. Dodatek biowegla jest rowniez
rozpatrywany jako metoda zwigkszenia dostepnosci N w glebie, sprzyjajacej liczebnosci
i bioroznorodno$ci bakterii metanotroficznych (Bodelier i in., 2000; Fang i in., 2014,
Z. Wu i in., 2019). W zwigzku z powyzszym, uzyty w eksperymencie biowegiel z tusek
stonecznika poprzez zwigkszenie ilosci azotu w glebie ptowej mogl przyczyni¢ si¢ do
zwigkszenia aktywno$ci metanotroficznej Haplic Luvisol.

Zidentyfikowane zmiany w strukturze zbiorowisk metanotroficznych gleby uzyznione;j
bioweglem z tusek stonecznika moga takze wynikaé ze zwickszonej dostepnosci N.
W przedstawionym badaniu zbiorowiska metanotroficzne, zasiedlajace glebe wzbogacona
najwyzszymi dawkami biowegla (60, 80 i 100 Mg ha') zostaly zdominowane przez bakterie
z rodzaju Methylobacter (Rysunki 8 i 9). Uzyskane wyniki kontrastuja z poprzednimi
rezultatami, w ktorych dodatek biowegla ze zrebkoéw drzewnych réwniez spowodowat

wzbogacenie zbiorowisk metanotroficznych gleby plowej, przy czym najliczniej
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wystepujacymi byly bakterie nalezace do rodzaju Methylocystis (Kubaczynski i in., 2022).
W obydwu przeprowadzonych eksperymentach szybkosci utleniania metanu byty wyraznie
wyzsze po zastosowaniu biowegla, jednak za wzrost aktywnosci metanotroficznej gleby ptowe;j
uzyznionej tymi dwoma réznymi bioweglami odpowiadaty metanotrofy, nalezace do dwoch
réznych rodzajow. Ponadto w prezentowanym obecnie eksperymencie bakterie z rodzaju
Methylocystis rowniez zasiedlaty badang glebe, jednak nie byly najliczniejszym taksonem,
mato tego ich liczebno$¢ nie przekraczata 0,3% (Rysunek 9). Wyjasnieniem tego zjawiska
moga by¢ roznice w ekofizjologii taksonéw metanotroficznych.

Bakterie z rodzaju Methylocystis nalezg do metanotrofow typu Il oraz sg zaliczane do
klasy Alphaproteobacteria (Kubaczynski i in., 2022; La i in., 2018b; Pfluger i in., 2011).
Bakterie nalezace do tego rodzaju sg przystosowane do niskiej dostepnosci N w srodowisku
oraz posiadajg zdolno$¢ asymilacji N2 (Auman i in., 2001; Martinez-Pérez i in., 2017). Z kolei
bakterie z rodzaju Methylobacter nalezag do Gammaproteobacteria i reprezentuja metanotrofy
typu |. Badania wykazaly, ze przedstawiciele rodzaju Methyobacter nie maja zdolno$ci
wigzania N2 i dlatego czgsciej wystepuja w Srodowiskach bogatych w N (Ho i in., 2012;
Mohanty i in., 2006). Ponadto praca prowadzona przez Shiau i in. (2018) wskazuje na dodatnia
korelacje pomiedzy udziatlem metanotrofow typu I, a stezeniem NOsz . Podobng tendencje
potwierdzono réwniez w prezentowanych badaniach (Tabela 5), a bakterie nalezace do rodzaju
Methylobacter zidentyfikowano w glebie wzbogaconej trzema najwyzszymi dawkami
biowegla (60, 80, 100 Mg ha), powodujacymi blisko dwukrotny wzrost zawartosci N-NO3
w odniesieniu do gleby kontrolnej.

Zawartos¢ N byta podobna w obydwu testowanych biowegglach (w bioweglu ze zrebkow
drzewnych wynosita 11,3 g kg, natomiast w bioweglu z tusek stonecznika 9,8 g kg™). Jednak
dawki biowegla z tusek stonecznika, po ktorych zastosowaniu odnotowano wzbogacenie
zbiorowisk metanotroficznych o bakterie z rodzaju Methylobacter (60-100 Mg ha), byty co
najmniej dwu-, a nawet przeszto trzykrotnie wyzsze, niz najwyzsza dawka biowegla ze zrebkow
drzewnych uzyta w poprzednim do$wiadczeniu (30 Mg ha). Wobec tego pula azotu wniesiona
do gleby przez najwyzsze dawki bioweggla z lusek stonecznika rowniez byta kilkukrotnie
wyzsza, skutecznie promujac rozwoj metanotrofow nalezacych do Methylobacter i zwigkszajac
bior6znorodnos¢ mikrobioty glebowej. Wedlug badan przeprowadzonych przez
Laiin. (2018a), poziom azotu w glebie jest kluczowym czynnikiem determinujgcym szybko$¢
utleniania CHs4. Znalazto to swoje odzwierciedlenie rowniez w niniejszej pracy, poprzez silna,
dodatnig korelacje¢ pomigdzy szybkoscig utleniania CHa, a zawarto$cig N-NOs w badanej glebie
(Tabela 5). Zarowno w przytoczonym jak i opisywanym eksperymencie, dodatek biowegla
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stymulowal rozwoj bakterii metanotroficznych, ktorych najliczniejsi przedstawiciele nalezeli
do rodzajow Methylobacter i Methylomicrobium. W przeprowadzonym badaniu, najwyzsza
dawka biowegla z tusek stonecznika (100 Mg ha™) réwniez doprowadzita do zdominowania
zbiorowiska metanotroficznego przez bakterie nalezace do tych dwodch rodzajow.

Nasze badania wykazaty rowniez, ze dodatek biowegla z tusek stonecznika zwickszyt
aktywno$¢ metanotroficzng w obu testowanych wariantach wilgotnosci Haplic Luvisol, chociaz
w wilgotnosci odpowiadajacej 100% WHC szybkosci utleniania CH4 byly na ogét wyzsze,
niz przy 60% WHC. Jednoczesnie w warunkach pelnego nasycenia gleby wodg, znaczaca
poprawa aktywnosci metanotroficznej byta widoczna juz po zastosowaniu dawki 20 Mg ha™?,
podczas gdy przy 60% WHC pierwsze istotne efekty osiggnieto po dodaniu biowegla w ilosci
40 Mg ha! (Rysunek 6C). Te roznice mogg wynikaé z faktu, iz wyzsze nasycenie gleby wodg
prowadzi do zmniejszenia zasobnosci w tlen, a wedtug niektorych badan obnizona dostgpnosé
tlenu w glebie moze by¢ czynnikiem wspierajacym bioréznorodnos¢ (Xu i in., 2022).
Umiarkowanie obnizona dost¢pnos¢ tlenu w atmosferze (do poziomu 5-10%) jest w stanie
przyspieszy¢ utlenianie CHs w glebach (Walkiewicz i Brzezinska, 2019). Zdolno$ci
adaptacyjne bakterii metanotroficznych, nalezacych m.in. do rodzaju Methylobacter, pozwalaja
metanotrofom na wzrost w warunkach mikroaerofilnych, charakterystycznych dla gleb w petni
wysyconych wodg (Danilova i in., 2016; Guerrero-Cruz i in., 2021; Kulkarni i in., 2019).

Aplikacja biowegla z tusek stonecznika zwigkszyla szybko$¢ emisji CO2 z gleby ptowej,
a uzyskane rezultaty sg zbiezne z przewazajacymi danymi literaturowymi (Tabela 6) (Almeida
11n., 2019; Ippolito 1 in., 2014; Kubaczynski i in., 2022; Walkiewicz 1 in., 2020b; T. Yang i in.,
2017). Jednoczes$nie w czesci prac nie wykazano zmozonej emisji CO2 po wprowadzeniu
biowegla do gleby (Fidel i in., 2019; Lentz i in., 2014; Troy i in., 2013). Rozbieznosci
w raportowanych rezultatach moga wynikac z faktu, iz biowegle sa czgstym Zrodlem wolnych
rodnikow o wysokiej trwatosci w srodowisku (ang. environmentally persistent free radicals -
EPFRs), ktore indukujg stres oksydacyjny, negatywnie oddziatywujacy na mikroorganizmy
glebowe (Quan i in., 2020; Tomczyk i in., 2020). Wysoka temperatura sprzyja powstawaniu
EPFRs, wobec czego warunki termiczne pirolizy determinuja ich ilo$¢, wnoszong do
srodowiska przez dany bioweggiel (Odinga i in., 2020). Z uwagi na to, iz biowggiel z tusek
stonecznika powstat w procesie pirolizy, prowadzonej w umiarkowanej temperaturze
(450-550 °C), pula powstatych EPFRs nie wywotata silnego stresu oksydacyjnego, hamujgcego
aktywno$¢ mikrobiologiczng gleby. Potwierdzeniem tej tezy jest wysoka aktywno$¢

metanotroficza gleby wzbogaconej biowgglem.
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Prezentowane badanie wykazato powszechny wzrost emisji CO2, odnotowany w glebie
o wilgotnosci odpowiadajacej zarowno 60% WHC, jak i 100% WHC (Rysunki 6B i 6D). Po
aplikacji biowegla do gleby o wilgotnosci 60% WHC, szybkosci emisji CO2 byly nawet
dwukrotnie wyzsze, niz w glebie kontrolnej (Rysunek 6B). W glebie o wyzszej wilgotnoSci
(100% WHC), rozpatrywane dawki biowegla wywolaly podobny wzrost szybkosci emisji CO».
Niewielkie r6éznice pomig¢dzy szybkosciami emisji CO2 wynikajg najpewniej z ograniczonej
dyfuzji gazéw w glebie wysyconej wodg (Yu i in., 2013). Wzmozona emisja CO2 w glebie
z bioweglem wynika z kilku czynnikow. Biowegiel poprawia m.in. napowietrzenie i zdolnos$¢
zatrzymywania wody w glebie, stwarzajac warunki sprzyjajace kolonizacji przez
mikroorganizmy glebowe. Respiracja gleby jest jednym z jej gldownych wskaznikow
aktywnosci biologicznej (Joshi Gyawali i in., 2019; Shah i in., 2017). Ponadto silna korelacja
miedzy emisja COz, a utlenianiem CHa sugeruje, ze wzrost aktywnosci metanotroficznej gleby
przyczynia si¢ do zwigkszenia emisji COx.

Wzrost emisji COz jest silnie zalezny od puli rozpuszczonych zwigzkdéw organicznych,
pochodzacych z biowegla (Yang i in., 2017), stanowigcych tatwo przyswajalne substraty dla
mikrobioty glebowej (Spokas i in., 2009; Yao i in., 2017). Odnotowany wzrost emisji CO>
odpowiada umiarkowanym zmianom struktury zbiorowisk mikrobiologicznych Haplic Luvisol

po zastosowaniu biowegla z tusek stonecznika.

3.4.5. Podsumowanie

Przedstawiona praca uzasadnia role tusek stonecznika jako wartosciowego materiatu
wsadowego, wykorzystywanego do produkcji biowegla. Uzyskane wyniki potwierdzajg wptyw
biowegla z tusek stonecznika (rozpatrywanego w szerokim zakresie dawek) na wtasciwosci
fizykochemiczne gleby, przebieg wymiany gazéw cieplarnianych pomigdzy gleba i atmosfera
(wyrazony szybkosciami utleniania CHs i emisji CO.) oraz liczebno$¢ i strukture mikrobioty
zasiedlajgcej Haplic Luvisol. W glebie o wilgotnosci odpowiadajacej 60% WHC, dawki
biowegla wicksze niz 40 Mg ha™ wywotaty co najmniej 10-ciokrotny, a nawet 17-tokrotny
wzrost szybkoS$ci utleniania metanu w poréwnaniu z gleba kontrolng. Zastosowanie biowegla
wyraznie zwigkszylo emisje COq, lecz co najwyzej dwukrotnie w stosunku do kontroli. Ponadto
w glebie o wyzszej wilgotnosci (100% WHC) dodatek biowegla wywotal porownywalny
wzrost emisji CO2. W glebie o wyzszej wilgotnosci (100% WHC), skuteczna poprawa
szybkoéci utleniania metanu nastapita juz po aplikacji dawki biowegla rzedu 20 Mg ha™. Majac

na uwadze wysoki potencjat czgsteczek metanu w tworzeniu efektu cieplarnianego (GWP), jak
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réwniez wyrazny wzrost efektywnosci usuwania CHas, dodatek biowegla do gleby sprzyja
przyjeciu przez glebe roli wydajnego pochtaniacza metanu. Pozytywny wptyw biowegla na
Haplic Luvisol zostal potwierdzony wzrostem liczebno$ci i réznorodnosci zbiorowisk
metanotroficznych, zasiedlajacych dang glebg. Odpowiednio dobrana dawka biowggla moze
poprawi¢ wlasciwosci fizykochemiczne gleby (takie jak: pH, WHC, a takze zasobno$¢
w N-NO3z, SOC i DOC), prowadzac do zwigkszenia liczebnos$ci oraz aktywno$ci bakterii
metanotroficznych, a tym samym zwigkszy¢ efektywnos$¢ gleby w pochlanianiu metanu.
Dlatego tez wzbogacenie gleby biowegglem z tusek stonecznika mozna uzna¢ za obiecujaca
praktyke, zapobiegajaca degradacji gleby ptowej, jak rowniez jako narz¢dzie ograniczajace

emisj¢ gazow cieplarnianych.
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4. Podsumowanie i wnioski

Uzyskane wyniki badan, opublikowane oraz przygotowane do opublikowania na
famach specjalistycznych czasopism naukowych, prezentujacych zagadnienia zbiezne
z problematyka niniejszej rozprawy doktorskiej, potwierdzaja hipotezy badawcze
sformutowane na wstepie prowadzonej pracy badawczej. Wnioski z poszczegdlnych etapow
prowadzonych badan zostaly szczegdélowo przedstawione w zalgczonych publikacjach oraz
materiatach uzupetniajacych.

Rezultaty przeprowadzonych badan doswiadczalnych pozwolity na sformulowanie

nastepujacych wnioskéw gtownych:

1. Substrat wykorzystany do produkcji bioweggla silnie determinowal jego parametry
fizykochemiczne (P.1). Dokonana charakterystyka biowegli ze zrgbkow drzewnych, z tusek
stonecznika, z lodyg malin i todyg ziemniakow (tgcin) wykazala szereg wartosciowych
1 uzytecznych w rekultywacji wtasciwosci fizykochemicznych m.in. odczyn zasadowy,
znaczne zdolnos$ci zatrzymywania wody, wysoka zawarto$¢ catkowitego wegla
organicznego i rozpuszczonego wegla organicznego.

2. Substrat wykorzystany do produkcji biowegla silnie wptywat na jego potencjal tagodzenia
zmian klimatu w zakresie ograniczania emisji gazow cieplarnianych lub zwigkszania ich
pochtaniania (P.1). Spos$rod badanych biowegli, to wlasnie karbonizaty powstate z todyg
malin i ziemniakow wykazywaty kilku-, a nawet Kkilkudziesi¢ciokrotnie wyzsza
skuteczno$¢ w usuwaniu metanu z atmosfery (1% CHjs obj.), niz biowegle wytworzone ze
zrgbkow drzewnych 1 tusek sltonecznika. Ponadto wydajnemu pochtanianiu metanu,
prowadzonemu przez nowe bioweggle z todyg malin 1 ziemniakow towarzyszyla
umiarkowana emisja ditlenku wegla.

3. Wilgotno$¢ silnie determinowata zdolnos¢ biowegla do pochtaniania CHs4 (P.1). Metan byt
usuwany szybciej przez biowegle inkubowane w wilgotnosci odpowiadajace; 60% WHC.
Biowegiel z todyg ziemniakow odznaczal si¢ najwyzszymi szybkos$ciami pochlaniania
metanu w obydwu testowanych wilgotnosciach (60% WHC 1 100% WHC), petniagc tym
samym role wydajnego sorbentu metanu (P.433435) i obnizajagc swoj potencjat
w tworzeniu efektu cieplarnianego (net GWP).

4. Dodatek biowegla do gleby plowej korzystnie zmienil jej parametry (P.2 i P.3).
Wzbogacenie Haplic Luvisol biowgglem ze zrgbkéw drzewnych oraz bioweglem z tusek
stonecznika wywotato szereg zmian wiasciwosci fizykochemicznych gleby, obejmujacych

m.in. zwigkszenie pH oraz poprawe zdolnosci zatrzymywania wody w glebie.
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5. Praktyka dodawania biowggla do gleb wykazala potencjal w zwigkszaniu jej zdolnosci do
pochlaniania CHs4, co bylo determinowane wilgotnoscia gleby i zastosowang dawka
biowegla (P.2 1 P.3). Jednym z efektéw aplikacji biowegla ze zrebkéw drzewnych byt
wzrost aktywnos$ci metanotroficznej gleby plowej o wilgotnosci odpowiadajacej 60%
WHC, przy czym wysoko$¢ dawki biowggla miala istotny wptyw na trwatos¢ poprawy
szybko$ci utleniania metanu. Bezposrednio po wprowadzeniu biowegla do gleby, wszystkie
zastosowane dawki (10, 20 i 30 Mg ha™) stymulowaty utlenianie metanu, podczas gdy
wpltyw biowegla pie¢ lat po jego zastosowaniu byt wyraznie stabszy i jedynie najwyzsza
dawka biowegla (30 Mg ha!) nadal istotnie zwickszata aktywnoéé metanotroficzng badanej
gleby. Aplikacja biowegla z lusek stonecznika roéwniez przyniosta poprawe aktywnosci
metanotroficznej gleby plowej, niemniej jednak pierwsze efekty odnotowano po
zastosowaniu biowegla w dawkach odpowiadajagcym 40 Mg ha! w glebie o wilgotnosci
rownej 60% WHC, i 20 Mg ha w glebie wysyconej woda (100% WHC).

6. Dodatek bioweggla do gleb wywotat krotkotrwale zwigkszong emisje CO2 (P.2 i P.3). Wzrost
emisji CO2 odnotowano jedynie bezposrednio po aplikacji biowggla do gleby.

7. Wzbogacenie gleb bioweglem silnie wptywalo na spotecznos$¢ zasiedlajacych ja bakterii
metanotroficznych, co bylo zalezne od substratu uzytego do produkcji biowegla i jego
dawki (P.2 i P.3). Biowegle wprowadzone do gleby przyczynity si¢ do wzrostu liczebnoscli
1 biordznorodnosci zbiorowisk bakterii metanotroficznych gleby ptowej, przy czym
biowegle wytworzone z dwoch rdznych substratow roslinnych (zrgbkow drzewnych i tusek
stonecznika) stymulowaty rozwdj metanotrofow o odmiennej przynalezno$ci rodzajowe;.
Biowegiel ze zrebkoéw drzewnych wzbogacit zbiorowisko metanotroficzne o bakterie
nalezace do rodzaju Methylocystis, natomiast wysokie dawki biowegla z tusek stonecznika
(60-100 Mg ha) doprowadzity do znacznego wzrostu udziatu bakterii metanotroficznych
oraz dominacji metanotrofow z rodzaju Methylobacter.

Niniejsza rozprawa doktorska przedstawia wieloaspektowy, pozytywny wplyw
badanych biowegli na srodowisko glebowe i ich potencjal tagodzenia udziatu gleb w globalnym
ociepleniu. Uzyznienie gleby ptowej bioweglem zwiekszylo jej aktywno$¢ metanotroficzna,
tym samym zmieniajac bilans wymiany gazow cieplarnianych pomiedzy gleba 1 atmosfers.
Prezentowana praca ukazuje rowniez potencjat odpadowej biomasy roslinnej, ktora wlasciwie
zagospodarowana moze wesprze¢ dziatania na rzecz ograniczenia emisji gazow cieplarnianych

i ochrony klimatu, wpisujac si¢ jednoczesnie w zatozenia gospodarki cyrkularne;j.
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Abstract. The reduction in greenhouse gas emissions from
agriculture is of particular importance at present. In recent times,
biochar addition to the soil was suggested as a means of mitigating
greenhouse gases emissions from arable fields. More specifically,
brochars with useful properties and those produced from easily
available waste materials are still being sought. In the presented
experiment. the CH, abserption potential of four biochars imcu-
bated at 60 and 100% water holding capacity with the addition
of 1% CHs (v/v) was investigated for 28 days at 25°C. The potato
stem and raspberry stem biochars showed nmch higher potentials
for CH; uptake than wood offcuts biochar and sunflower husk bio-
char. Potato stem and raspberry stem biochars incubated at 60%
water holding capacity were characterized by a methane uptake
rate of 8.01 = 0.47 and 5.78 = 0.17 mg CH:-C kg" d". respec-
tively. The methane removal potentials of the other biochars were
clearly lower. The advantage of the biochars from raspberry and
potato stems over the woed offcuts biochar also results from their
significantly lower production of carbon dioxide. Consequently,
these materials have a high potential for agricultural use, in view
of their impact on the greenhouse gas balance of the soil.

Kevywords: biochar, methane greenhouse gas removal
raspberry stems, potato stems

INTRODUCTION

Biochar may be defined as biomass that has been pyro-
lysed in a zero or low oxygen environment (Lehmann
and Rondon, 2006). The application of biochar to soil 15
expected to enhance soil fertility, improve its water reten-
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in soil - satellite monitoring and improving the retention wsing
biochar™ no. BIOSTRATEG3/345940/7/NCBE/2017 which was
financed by Polish National Centre for Research and Development
within the framework of “Environment, agniculture and forestry™ -
BIOSTEATEG strategic B&D programme (2018-2020).

tion properties and icrease carbon sequestration (Coomes
and Miltner, 2017; Luo af al., 2016). Biochar addition may
also stimmlate soil microbial activity and reduce the enms-
sion of greenhouse gases (GHGs) such as carbon dioxide
(CO.) and methane (CH,) (Wu ef al . 2019) due to its spe-
cific properties, such as a large surface area and its high
porosity value (Jeffery er al., 2016; Kammann et al., 2017;
Sokolowska et al . 2020). Oxygen in the soil environment
15 crucial for the functioning of microbiota and plant roots
(Lehmann er al., 2011; Yang er al., 2017). A high degree
of oxygen uptake by biochar may lead to the development
of anoxic microhabitats in the soil (Ribas et ol . 2019).

Inder such conditions, methane 15 formed by anasrobic
microbiota and released to the atmosphere rather than
bemg removed from it (Chistoserdova and Kalyuzhnaya,
2018). Moisture levels modify the air-water conditions
and a range of between 50 and 70% water holding capac-
ity (WHC) is considered optimal for gas diffusion and soil
microbiota (Walkiewicz er al.. 2020a). On the other hand,
temporary flooding also occurs which results in a reduc-
tion in gas diffusion (Yu erf al . 2012). In order to mirror
the vanable conditions of the soil environment. we used 60
and 100% WHC. It has already been reported that the water
held in the pores of the biochar may lead to a decrease mn
the amount of methane absorbed (Farzad er al., 2007). For
this reason, it 15 important to test biochars (especially those
produced from new feedstocks) at different moisture levels.

© 2020 Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences
(o) EiEIC)
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Biochar 1s increasingly used i environmental protec-
tion as a low-cost sorbent of heavy metals and hazardous
gases (La er al., 2018; Xiong et al., 2019). Additionally,
CH. can be removed through biochar filtration (Syed er al.,
2016). Thus gas 15 known for its explosive properties, which
may pose a serious threat to safety in nunes and landfills
(Kammann et al. 2017; Pytlak erf al., 2014), but mamnly
for its high infrared radiation absorption potential which
results in a 28-fold higher global warming potential than
CO, (IPCC, 2014). Nevertheless, there is an apparent defi-
cit in studies describing the potential of biochar to remove
higher than ambient CH, concentrations (Huang ef al
2019; Syed et al.. 2016).

Due to the growing number of biochar applications,
modifications of established products, as well as new mate-
rials for its production are being sought (Kammann et al.,
2017). New feedstocks could be a way to provide biochars
with interesting and desirable properties (Thomazini ef al.,
2015; Tomczyk, 2020). Another advantage of biochar 1s
that 1t can be produced from waste biomass, which for var-
10us reasons 15 not suttable for other purposes such as feed,
litter or fuel production (Q1 et al . 2020; Schwede ef al |
2017). In these circumstances, the production of biochar
15 economically, environmentally and ethically justifiable.
For this reason, we decided to study agricultural waste
from potato and raspberry stems as potential feedstock for
biochar production. Potato stems are left in the fields after
harvest and raspberry bushes are timmed and discarded
after each growing season. According to the FAOQ, in 2007
the global area used to grow potatoes amounted to around
19.3 mallion ha. In Europe, 7.5 million hectares were used
for this purpose and the cultivation area is still mncreasing
(Mackay, 2009). Raspberry crops are less prevalent but
they have a local significance. In 2010-2012, the average
global area used for raspberry production was 92000 hect-
ares but the amount of stem biomass harvested per hectare
was considerable (Zaremba, 2014). The availability of
both potato and raspberry biomass 1s thus high. It should
be noted that the stems are often a habitat for pathogemc
mucroorganisms and parasites and for this reason they often
have to be disposed of properly (Guo ef al . 2019; Vincent
ef al., 2003). Biochar production may be a beneficial way
of making bichazardous plant debris safe. In this way, haz-
ardous waste biomass may be neutralized through pyrolysis
and retumed safely to the environment thereby contributing
to carbon sequestration and a reduction in GHG enussions.

The new aspects of our study are: 1) the utilization of
new agricultural waste feedstocks. 1) performing expen-
ments on a single biochar (usually biochar with soil was
under investigation), 1) comprehensive approach which
included momtoring CH., CO, and O, exchange.

Since the ability of biochar to sequester CH, may
depend on the feedstocks used, we hypothesize that bio-
chars produced from raspberry and potato stems may be
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used to remove CH, from the atmosphere and that the pro-
cess 15 moisture-dependent since a high water content may
impair gas diffusion.

The aim of the smdy was to deternune the potential of
CH. removal as well as the accompanymg CO, production
and O, uptake by new biochars prepared from plant waste
materials (raspberry and potato stems) in comparison with
widely available biochars made from wood offcuts and
sunflower husks. In addition. we studied the differences
between these materials based on their physicochenucal

properties.
MATERIAT S AND METHODS

New biochars were produced in 2018 from raspberry
(Br) and potato stems (Bp) (left after crop collection) by
pyrolysis (at 500 °C_ for half an hour, in an N, atmosphere).
ustng an LAC L15/12 electnic fumace with a Ht40 AL con-
troller, and a working volume of 15 dm’. After pyrolysis,
nitrogen flushing was maintained until the furnace cooled
to room temperature. Common biochars made from wood
offcuts (Bo) and sunflower husks (Bs) were produced by
New Technology Trade Ltd. (Kobylany, Poland) at a tem-
perature of 600 and 550 °C, respectively (Table 1).

All biochars were sieved with a 2 mm mesh sieve and
stored in the dark at room temperature in hermetic contain-
ers. The content of the dissolved orgamc carbon (DOC),
total carbon (TC) and nitrogen (TN), pH. oxidation-reduc-
tion potential (Eh) and bulk density were measured before
mcubation (Table 1). The DOC content was measured
with a TOC-VCPH analyser (Shimadzu, Japan) (Yu et al.,
2018). The pH and Eh of the biochar were determined at
a 1:5 biochar to water ratio, using a glass electrode and
a redox electrode respectively (Sokolowska er al | 2020;
Yoo ef al | 2014) with a HQ40D Portable Multi Meter ana-
lvser (Hach Lange). The water holding capacity (WHC)
of the tested biochars was determuned according to Yoo
af al (2014) using the modified funnel method. The bio-
char C and N contents were determined using an elemental
analyser (Perlan Elmer CHN 2400). The bulk density of
the biochar was calculated based on its weight at 15°C, at
avolume of 10 em® (Ozeimen and Karaosmanogh, 2004).

The tested biochars (5 g of air-dried biochar per sample
in three replications) were weighed into 120 cm’ glass bot-
tles and adjusted to 60% or 100% WHC by the addition
of distilled water. All samples were closed and subjected
to three days of preincubation at 25°C. Next, after venti-
lation. the samples were closed with rubber stoppers and
alumimum caps. and then the headspace was enriched with
1% CH. (v/v) to improve analytical precision. During the
following 28 days of mcubation (at 25°C, in darkness), the
composition of the atmosphere (CH,. CO, and O,) above
the biochar was analysed using a gas chromatograph.
A GC-2014 (Shimadzu, Japan) gas chromatograph was
used. It was firted with a flame ionization detector (FID)
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Table 1. Characteristics of four biochars: wood offcuts biochar (Bo). sunflower husk biochar (Bs), raspberry stem biochar (Br) and

potato stem biochar (Bp)

Biochar
Parameter Wood offcuts (Bo) Sunflower husk (Bs) Raspberry stem (Br) Potato stem (Bp)
Commeon — produced by the local company New — produced in the Institute of Agrophysics
New Technelogy Trade Lid., Kobylany, Poland PAS, Lublin, Poland
Pyrolysis temperature (*C) 600 550 600 600
C content (%) 86.13=024 78.30=001 7421034 4462 +0.02
N content (%) 0.35+0.01 0.98=0.03 090=+0.01 1.35=0.00
C/N ratio 246.09 7990 82.46 33.05
DOC mg dm™) 21433022 106.57+=2.77 13970 £ 1.19 100.04 =024
pH 6.99 =001 919+002 917=0.02 960=005
Eh (mV) 105 =036 -16=0.17 32044 25046
Bulk density (g cm™) 031 =001 035001 021=001 019=001
WHC (g HO g biochar ™) 238026 258=0.06 431+0.16 4450009

for CH, and CO, analysis and an electron capture detector
(ECD) for O,. Poraplot Q and Restek Q-bond columns (col-
umn flow — 5 cm® mun'™, split ratio 5:1, oven temp. — 30°C.
injection volume — 150 pL. purge flow 3 cm’ min™) with
helivm as a carrier was used to separate the gases. External
standards (1% CH, in He; 20.9% O, in N,. Air Products)
were used for calibration (Walkiewicz ef al., 2020a, 2020b).
The methane and oxygen uptake rates were determined
based on the difference between the initial and final gas
concentrations on the last incubation day, and divided by
the time of apparent CH. uptake (the lag phase for CH. was
excluded) (Eq. (1)). The carbon dioxide production rate
was calculated simalarly, but in this case the difference in
CO, concentration between the last and first incubation day
was calculated due to the continuous emission of this gas
(Eq. (2)) (Walkiewicz et al., 2020a):
CH, uptake rate =M. (1)
Cinar 15 the minial uptake CH, concentration in the head-
space (mg CH.-C kg). G, is the final CH: concentration
in the headspace (mg CH.-C kg™). ¢ is the number of mcu-
bation days with CH, uptake.

CJ-IPIHI' - leual'

CO, production rate = = 3 °* (2)

Cin 15 the final CO. concentration mn the headspace (mg
CO.-C keg™), C,,, 15 the initial CO, concentration m the
headspace (mg CO.-C kg™). t 15 the number of incubation
days.

Based on the final CO; emission and O, consnmption,
the CO,/0, ratio was calculated for each biochar separately
for 60% and 100% WHC. as a measure of biochar stability.

Net GWP was calculated by making a comparison
between the cumulative CH, and CO, fluxes in mg CO,
equivalent per kg of biochar (Walkiewicz ef al . 2020hb).

In these calculations, the GWP value for CH, and CO, was
considered to be 28 and 1, respectively, over a 100-year
time horizon (IPCC, 2014).

The results were statistically processed with Statistica
13 software (StatSoft Inc ). A one-way ANOVA (Tukey
HSD post-hoc test) was used to test the significance of the
differences i CH, uptake and CO, emission rates between
the tested biochars (separately for 60 and 100% WHC).

RESULTS

For the group of four biochars incubated at 60% WHC,
the added methane was completely taken up by the potato
(Bp) and raspberry (Br) biochars (Fig. 1a). The most effi-
cient in terms of CH, removal were samples contaiming
Bp. where after a 13-day long lag phase, the CH, uptake
rate reached 8.01 = 047 mg CH,-C kg d”, resulting in
methane depletion within 25 days of incubation (Table 2).
The incubation of Br showed a similar lag phase duration
(15 days), and almost complete CH, removal occurred 13
days later. The methane uptake rate for the raspberry stem
biochar achieved 5.78 = 0.17 mg CH.-C kg d7 at 60%
WHC. Methane wasn't completely absorbed by sunflow-
er husk biochar (Bs) and only ca. 11% (1023 + 3.46 mg
CH.-C kg'') of the added CH, was absorbed by the end of
incubation (till the 28th day) after a 24 = 2 days lag phase.
The wood offcuts biochar (Bo) did not show any apparent
abality for CH. uptake at 60% WHC. Within the applied
experimental timeframes, less than 1% of the added CH,
(095 = 0.25 mg CH.-C kg™) was removed by the wood
offcuts biochar

The tested biochars differed mn the CO. enussions that
accompamed CH, uptake (Fig. 1b). but special attention
needs to be paid to the wood offcuts biochar. Durning the
experiment. Bo produced several times more CQ, than the
other biochars, with an average CO, production rate as high
as19.98+1.22mg CO,-Ckg" d". Onthe last day of incuba-
tion, CO, concentration in Bo was ca. 573 mg CO--C kg™,
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Fig. 1. Uptake of added CHs (1% v/%) (a). which accompanies CO; production (b) and O; uptake (c) by four biochars prodoced from:
wood offeuts (Bo), sunflower hmsks (Bs). raspberry stems (Br) and potato stems (Bp) incubated at 60% WHC (avg. = SD.n=3).

Table 2. Methane uptake and accompanying carbon dioxide enussion rate for the entire biochar incubation peniod with 1% CHy (wiv)

) CH; uptake rate (mg CH.-C kg dh) CO, emission rate (mg C0,-C kg dh)
Biochar type
60% WHC 100% WHC 60% WHC 100% WHC
Bo 017+ 0.06 033+ 0.18 1998 =122 2162°+132
Bs 2.74°+ 0.57 1.51*+0.55 3.88°=0.08 24442033
Br 578+ 017 3038 £ 035 9050+ 040 6782016
Bp 8.01%+ 047 552+ 081 830°= 035 2554004

Different letters indicate significant differences between biochars, separately for 60% (small letters) and 100% WHC (capital letters),
separately for CHs and CO;, Tukey test, p < 0.05.
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Fig. 2. Uptake of added CHs (1% v/v) (a). which accompanies CO, production (b) and O; uptake (c) by four biochars produced from:
wood offcuts (Bo), sunflower husks (Bs), raspberry stems (Br) and potato stems (Bp) incubated at 100% WHC (avg. £ SD, n=3).

while the CO, concentration determuined in the other tested
biochars remained below 300 mg CO,-C kg’ The Br and
Bp biochars showed similar dynamics and CO, production
tates (respectively: 9.05 £ 040 and 8 39 £ 0.35 mg CO,-C
kgt d). At 60% WHC moisture level, the production of
CO, was definitely lowest in Bs (with a rate of 3.88 £0.08
mg CO.-C kg™ d) where the final concentration of this gas
didn’t exceed 130 mg CO,-C kg™,

The lughest CO, production by Beo corresponded to ifs
lighest O, uptake At 60% WHC, the differences in the
O, uptake of new biochar were clearly visible (Fig. 1c).
During incubation, the oxygen level dropped to 12.8 and

% 8% m Br and Bp respectively while for the Bs and Bo
variants, the final O, levels were as low as 6.5 and 5.7%.
respectively (v/v).

Biochars mcubated at higher moisture levels (100%
WHC) showed different dynamics of CH, uptake Within
the applied imeframes. none of the tested biochars absorbed
all of the added CH, (Fig. 2a). The lag phases were gen-
erally longer than at 60% WHC, and CH. absorption was
slower. Methane uptake rates in potato (Bp) and raspberry
(Br) stem biochar reached values of 5.52 = 0.81 and 3.03
= 0.35 mg CH:-C kg d”. respectively (Table 2). The lag
phases i the Bp and Br biochars lasted for about 16 and
18 days, respectively. The CH, uptake rate by Bp was lugh-
est and resulted in a reduction of 87% m the added CH,.
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Table 3. Global warming potential (GWP) contributions from CO; enussion and CH, uptake by biochars (Bo, Bs, Br and Bp) incn-

A KUBACZYNSKI et al.

bated under 60 and 100% WHC (calculated based on GHGs data for the last incubation day)

Biochar type ﬁﬁ"ﬁf; GWP-CO, G‘\l-‘P-CH.;_ 1 Net GWP
(2 COyq k)

60 2.0494=0.125 20035 = 0.009 20147 £0.120

5o 100 22175+ 0.135 -0.006* = 0.043 2122°£0.100

60 0.398" = 0.008 0.382°+0.129 0.016*=0.137

= 100 0.2504=0.034 -0.565% £ 0.204 -0315*£0.217

50 0.028° = 0.041 -2.805° = 0.082 -1.876" = 0.085

B 100 0.690% £ 0.016 -1.131°+ 0130 0.441%=0.115

60 0.6906° = 0.012 _2.883°=0.009 -2.187*0.021

o 100 0.262%= 0.004 2440 + 0,088 -2.178% £ 0.091

Different letters indicate significant differences between biochars, separately for 60% (small letters) and 100% WHC (capital letters),

Tukey test, p < 0.03.

Despite a lower CH, uptake rate than Bp. Br was also able
to remove a relatively large portion of the CH. added (ca.
392%% of the mitial level). Clearly, less CH, was taken up by
Bs and Bo, as at 100% WHC those biochars absorbed just
15.14 =546 mg CH,-C ke (ca. 17%) and 2.56 = 1.14 mg
CH.-C kg (ca. 3%) respectively. after quite a long lag
phase duration (18 days) (Fig. 2a).

The CO, enussions of the new Bp and Br biochars at
100% WHC were also lower than at 60% WHC (Fig. 2b).
The rate of CO, emission by the wood offcuts biochar (Bo)
was not significantly affected by the tested moisture condi-
tions, 1t showed the lughest production among the tested
materials (Table 2). The Br biochar was charactenzed by
a medium COQ, production rate (6.72 = 0.16 mg CO,-C kg
d™) (Table 2). but the final concentration didn’t exceed 200
mg CO,-Ckg?. At 100% WHC, the tested Bp and Bs showed
similarly low CQ, production rates (Bp: 2.55 = 0.04 mg
CO:-C kg’ d"' and Bs: 2.44 = 0.33 mg CO--C kg™ d7). For
these vanants, the final gas concentration was below 100
mg CO.-C kg”'. With regard to O, uptake, under given con-
ditions, it was highest in the Bo and Bs incubations, with
significantly lower values i Br and Bp (Fig. 2c).

The CO,/O, ratio at 60% WHC had the following val-
ues: 0.65 (Bo). 0.23 (Br and Bp) and 0.19 (Bs). At 100%
WHC, the CO,/0, ratio was generally lower than at 60%
WHC: 0.45 (Bo). 0.15 (Br), 0.07 (Bs) and 0.06 (Bp).

The values of net GWP which were calculated for each
biochar vnder the tested moisture conditions are presented
mn Table 3.

DISCUSSION

Biochar 1s currently the focus of attention for scientists
worldwide as a useful and beneficial soil additive. To date,
however, most studies have been focused on gas exchange

and nucrobial activity 1n biochar mixed with soil (Haneral
2016; He et al., 2017; Lehmann ef al., 2011). Only a small
group of studies have described the sole incubation of bio-
chars. Moreover, those expeniments were performed with
the use of small portions of biochar (less than 1g) (Spokas
and Reicosky, 2009; Thomazini ef al , 2015). In those stud-
tes, the uptake of CH. and CO, emissions brought about by
the biochar, could usually be explained by abiotic processes
(Jeffery er al . 2016; Thomazim ef al , 2015). In our study,
we presented newly developed biochars from common
agricultural wastes. To the best of our knowledge, these
materials had not been considered at the time of writing.

The new biochars from raspberry and potato stems
were prepared under comparable temperature conditions as
widely available materials produced from common feed-
stocks (wood offcuts and sunflower husks) (Scokolowska ef
al., 2020; Zubkova ef al., 2019). Considering their potential
application to soil we determined their basic physico-
chemical properties (Table 1). It was found that the newly
produced materials may improve the soil environment by
wncreasing C and N content, the pH value (of acidic soils)
and water storage ability (especially under drought condi-
tions); this corresponds with current. global-scale problems.
With respect to the aforementioned advantages. the newly
developed biochars from raspberry (Br) and potato (Bp)
stems seem to be even better than the well-known wood
offcuts (Bo) and sunflower husk (Bs) biochars.

According to Thomazini ef al. (2015). CH. uptake by
wood chip biochar (produced at 550°C) wasn’t observed,
while CO, emissions from this material were 24 mg CO,-C
kg’ d’ (in moisture conditions of 0.3 mL water per 1 g
biochar). In our study, the wood offcuts biochar showed
a similar CO- production rate (19.98 mg CO.-C kg d” at
60% WHC and 21.62 mg CO.-C kg™ d” at 100% WHC)
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and CH. uptake was also not observed. In contrast to this
result, the potato stem biochar showed a three-fold lower
CO- production rate at 60% WHC (8.39 mg CO,-C ke d7),
while at 100% WHC this rate was nearly 10 tumes lower
(2.55 mg CO,-C kg' d") than that found in the Thomazini
et al. (2015) study. At 60% WHC, the CO, production rate
of raspberry stem biochar (9.05 mg CO,-C kg” d") was at
a similar level to Bp. Furthermore, potato stem and rasp-
berry stem biochars also demonstrated a high level of CH.
removal.

Spokas and Reicosky (2009) tested 16 different biochars
in terms of CH, uptake and CO, production. Only three wet
biochars (1 mL H,O per 0.5 g biochar) from this group
showed an ability for CH, uptake. Peanut hull biochar and
corn stover biochar had an identical methane uptake rate
(2.6 +0.6 ng CH, g' d"). The biochar whose feedstock was
Biosource TM showed the highest methane uptake rate of all
{4.1+09ng CH. g’ d"). On the other hand, those biochars
exhibited a high rate of CO, production: peanut lull bio-
char 168.5 +23.5 ug CO, g* d'; com stover biochar 162 4
+ 15.0 pg CO, g' d* and biochar with BiosourceTM as
afeedstock produced asmuchas 1022.4=109 ug CO, g d*
(Spokas and Reicosky, 2009). In our study. the methane
uptake rate of the raspberry stem biochar at 60% WHC was
5.78+0.17 mg CH,-C kg™ d" (corresponding to 7 706.66 £
226.66 ng CH, g d"). The potato stem biochar at a similar
moisture level showed an even higher rate at §.01 £0.47 mg
CH.-C kg” d" (corresponding to 10 680 = 626.66 ng CH,
g’ d"). Therefore, the methane uptake rates of the biochars
were several thousand times higher than any biochar tested
by Spokas and Reicosky (2009). It 15 important to note that
during efficient methane absorption by biochar from rasp-
berry and potato stems, CO. enussions remained at a very
low level. At 60% WHC, the average CO, production rate
from the raspberry stem biochar was 9.05 =040 mg CO,-C
kg! d' (corresponding to 33.15 £ 147 ug CO, g* d'). The
biochar that was the most effective at methane removal. the
one made from potato stems, showed an even lower CO,
production rate, §.39 =0.35 mg CO,-C kg™ d” (comespond-
ingto30.73 128 ug CO, g* d).

As wet, there are only a few studies describing the
potential of biochars to remove CH, present at higher
than ambient concentrations. However, this 1s particularhy
important when considering the use of biochar as a gas
sorbent in ecosystems with increased CH, concentrations,
such as those occurring in periodically waterlogged arable
soils, paddy fields and landfills (Malyan er al., 2016; Reddy
et al _ 2014; Walkiewicz ef al . 2020a). For this reason, we
mcluded a widely available biochar from common feed-
stock (Bo) in our experiment. However, Syed ef al. (2016)
conducted a long-term incubation of biochar from pine bark
(prepared by pyrolysis at 450°C) at changing CH, concen-
trations. According to that study, non-inoculated biochar
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was able to remove from 25% to over 80% of 10000 ppm
(1%) CH., but a higher effectiveness of methane remowval
was observed only after 100 days of incubation.

The mechanisms of effective removal of methane by
raspberry and potato stem biochars haven’t been elucidat-
ed yet. The pattern of CH, uptake in our expeniment with
a multi-day lag phase and a gradual decrease in CH, con-
centration may suggest biological oxidation, especially
in the case of the newly produced biochars (Br and Bp).
Further evidence for the microbial mechamsm of the
observed CH, oxidation may be deduced from the parallel
CO, emission and O, consumption which were higher at
60% WHC (Fig. 1). These incubation conditions (includ-
ing a temperature of 25°C) are widely accepted as optimal
for methanotrophic bacteria (Malyan et al.. 2016; Skopp et
al., 1990; Walkiewicz et al., 2020b). In fact, biochar may
contribute to CO, enussions both biotically (via microbial
degradation) and abiotically (via the release of inorganic
C contained in the biochar (Gomez er al, 2014; Gul et
al., 2015; Jones er ql., 2011). In the case of the exclusive-
ly physical mteraction of biochar with the tested gases,
higher CO, emissions would be expected under full satu-
ration conditions (100% WHC). Carbon dioxide binds to
oxygen-containing functional groups via hydrogen bonds
(Banik ef al . 2018). Thus, water molecules and CO, are
likely to adsorb to stmilar functional groups. As such, the
direct competition for active sites between water and CO,
molecules may be observed resulting in higher desorption
rates at 100% WHC (Pvtlak er al., 2020). The lower bulk
density of the new biochars (Br and Bp) in comparison
with the well-known matenials (Bo and Bs) may result i
ahigher degree of aeration. gas availability and surface area
available for microbial colonization (Table 1). In a field
expermment described by Noyee ef al. (2016) DNA was
isolated from biochar which had a long-term (four year)
contact with soil. That study showed that biochar was
inhabited by similar groups of microorganisms as the
adjacent soil. Also, the studies on biochar inoculated with
methanogenic Archaea confirm that it may be mhabited by
microbes, despite the poor habitat conditions (Schwede er
al . 2017).

Along with the advantageous environmental effects of
biochar application to soil it 1s important to consider some
economic aspects. Biochar production under anaerobic and
high temperature pyrolysis i1s associated with consider-
able costs. High energy use leads to adverse environmental
consequences as it generates GHGs, mainly CO, (Fungo
er al, 2014). It should be noted, however, that biochar
has the ability to remove CH, which (mole for mole) has
a Global Warming Potential several dozen times higher
than the CO, emutted dunng energy production (Wu er
al., 2019). CO, was also enutted during the mcubation
time and that allowed for the determination two important
biochar parameters. The first 15 the CO,/O, ratio, which
may be considered as a biochar stability parameter. A low
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C0,/0; ratio indicates higher biochar stabality. Accordingly,
it may be assumed that biochar from Bp and Bs (at 100%
WHC) were the most stable, while the one originating from
Bo showed the lowest stability under both moisture lev-
els. Moreover, CO, production during biochar incubation
were more variable than O, uptake, which was sumilar to
the results observed by Almeida ef al. (2019). The climate
change nutigation potential of biochars, may be expressed
as the changes in the global warming potential (GWP)
of the gases which are etther adsorbed or released during
incubation. It was observed that the effect of biochars on
CH. and CO, exchange depended on the feedstock type and
moisture level. At 60% WHC, the change in net GWP i the
headspace of potato (Bp) and raspberry (Br) biochar incu-
bations was negative and amounted to -2.187 and -1.876 g
CO:(eq) kg’ respectively. These values resulted from the
great potential of the new biochars to adsorb CH.. For the
sunflower husk biochar (Bs) incubations. net GWP was
close to zero (0.016 g CO.(eq) kg™) while for the wood
offcuts biochar (Bo) 1t was positive (2.014 g CO,(eq) k™)
which was a consequence of the highest CO, production
and minimal CH. absorption. At 100% WHC. net GWP i
mcubations with Bp was characterized by similar negative
values (-2.178 g COs(eq) kg'') as at lower moisture levels.
That confirmed uvsefulness of Bp. especially for water-
logged ecosystems emutting CH, into the atmosphere. At
higher moisture levels. in the Br and Bs headspaces. net
GWP was still negative, yet lower, not excesding -0.5. At
both moisture levels studied, Bo mcubations were charac-
terized by a strongly positive net GWP (2.122 g COy(eq)
kg') value. The negative net GWP values (Table 3) and rel-
atively high Br and Bp stability under both moisture levels
could be the economic and environmental justification for
the application of new biochars. Furthermore, the positive
effects of soil enrichment with biochar are long-lasting and
apply to many areas, 7 e. fertility, hydrological and aeration
conditions which result in mcreased crop productivity and
a reduced necessity for agrotechnical practices. The trade-
offs of economic profits and a reduction in GHG emissions
should be included in the evaluations of the consequences
of biochar application.

Therefore, it 15 important to continue research with bio-
chars from new materials produced at lower temperatures
in order to find optimal pyrolysis parameters to combine
the lowest possible economical costs with mamtained or
even improved expected properiies.

CONCLUSIONS

1. The methane uptake of four biochars was evaluat-
ed i a lab experiment. The results showed that two new
biochars (from potato and raspberry stems) were able to
efficiently remove added 1% CH,, especially at 60% water
holding capacity.

A KUBACZYNSKI eral

2. The high CH, consumption presented by the new
biochars has great potential compared to common biochars
from wood offeuts or sunflower husks and this could be
a way of managing agricultural waste.

3. The advantage of new biochars from raspberry and
potato stems over wood offcuts biochar 1s their significant-
Iv lower production of carbon dioxide, vet high methane
absorption potential. At 60% water holding capacity, as
well as at 100% water holding capacity, the potato stem
biochar still showed the highest CH, uptake rates with rela-
tively low CO, emission and O, uptake. Hence the potato
stem biochar may be a good choice m ecosystems char-
acterized by relatively high methane concentrations. such
as periodically flooded and waterlogged areas. landfills or
paddy fields.

4 Based on the CO,/0, ratio, the lochars from sunflow-
er husks and potato stems (at 100% water holding capacity)
were the most stable, between the materials tested.

5. As a consequence, it 15 reasonable to carry out both
short-term and long-term studies concerning the van-
ous sorptions and enussions of gases by these iochars. It
should also be considered whether the observed greenhouse
gas dynamics are dependent on physical or biological fac-
tors. Knowledge conceming the properties of biochars
which enhance methane removal could be used to increase

the filtration potential of these highly promising materials

Conflict of interest: The authors do not declare conflict
of mterest.
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HIGHLIGHTS GRAPHICAL ABSTRACT

Biochar addition stimulates methane
oxidation in Haplic Luvisol.

30 Mg h™? of biochar maintains the
stimulatory effect on methanotrophy
foratleast5 years.

Biochar addition increases the relative
abundance of the methanotrophic bac-
teria,

Methylocystis abund ance in soil is pro-
moted by biodhar.

In the short term, biochar addition in-
creases CO, emission in Haplic Luvisol.
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Received 13 August 2021 tion on soil condition are poorly understood, especially with resped to greenhouse gas (GHG) emissions. A large
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on GHG emissions from terrestrial ecosystems is an important issue. The purpose of our study was to evaluate the
short- and long-term effects of biochar application on soil in aspects of: GHG exchange (CH; and CO;), basic
Editor: Baoliang Chen physicochemical soil properties and structure of microbial communities in Haplic Luvisol. Soil was collected
from fallow fields enriched with three doses of wood offauts biochar (10, 20 and 30 Mg ha™') and incubated
at two moisture levels (60 and 100% WHC) with the addition of 1% CH,. To evaluate the influence of biochar
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Keywords: aging in soil, the samples were analysed direcdy (short-term response ) and five years (long-term response )
Biochar after amendment. Generally, biochar addition increased soil pH, redox potential (Eh), organic carbon (SOC)
Soil and dissolved organic carbon (DOC) contents. Under 60% WHC, direct biochar application to the sail resulted
Greenhouse gases in 2 dear improvement in the CH, uptake rate. In contrast to that (at 100% WHC) methane uptzake rates were
r‘:mm",ph Al twofold decreased. The positive effect was reduced due to biochar aging in the soil, but five years after

thylocystss application, at 60% WHC and the highest biochar dose (30 Mg ha™ ) still significantly enhanced CHs oxidation.

From a short-term perspective, biochar application inaeased CO, emissions, but after five years this effect was

not observed. Microbial tests confirmed that the improvement in CH; oxidation was correlated with

methanotroph abundance in the soil. Moreover, an increase of Methylocystis abundance in the soil enriched

with biochar along with enhanced CHs uptake rates confirm the positive biochar influence on methanotrop hic

communities.
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1. Introduction

Qimate change is having an increasingly severe impact on the natu-
ral environment and human civilisation, making the development of
countermeasures a great global challenge (Kammann et al, 2017;
Serrano-5ilva et al, 2014). One of the main problems to be solved is
the sharp increase in greenhouse gas ( GHG) emissions. In 2019, global
atmospheric concentrations of carbon dioxide (C0.) reached
410.5 ppm and methane (H,4) 1877 ppb, which was 148% and 260%
of the preindustrial level of CO; and CHy, respectively (World
Meteorological Organization, 2020). Particular attention should be
paid to CH,, which has 28 times higher global warming potential
(GWP) than CO; and is highly dependent on anthropogenic sources
(IPCC, 2014). One of the most important determinants shaping the
global GHG balance are soil microbial processes which lead to both
GHG production and elimination (Chen et al,, 2010; Nannipieri et al.,
2003; Walkiewicz et al, 2018). Soil respiration is one of the main
sources of CO; (Wang et al,, 2003) while anaerobic (eg. flooded or
compacted) soils are responsible for CH; emission into the
atmosphere (Das and Adhya, 2012; Walkiewicz et al., 2020a). On the
other hand, well aerated soil of sufficient moisture promote stable
methanotrophic communities and constitute a sink for (H, (Fischer
et al, 2009; Kvenvolden and Rogers, 2005; Malyan et al, 2016;
Mosalewicz et al, 2013).

Itis estimated that soils are responsible for as much as 5-20% C0; and
10-30% global CH,4 emissions annually (Kammann et al, 2017, Wuet al,
2019a). It is therefore particularly important to reduce their negative
impact on the global GHGs budget. Since the physicochemical
properties of soil create habitats for microbial activity, and consequently
determine the direction and intensity of biogeochemical processes
(Chen et al, 2014; Wang et al,, 2003). Several practices are currently
considered to improve soil quality and reduce GHGs emission. One of
the proposed means is soil enrichment with biochar, defined as organic
(and usually waste) materials pyrolyzed in zemo or low oxygen
conditions (Han et al, 2016; Lehmann and Rondon, 2006 ).

There is an ongoing debate about the biochar impact on GHGs emis-
sion (Liet al., 2018; Zhao et al,, 2021). Some data show that biochar
amendment doesn't significantly affect emissions or even increase
GHGs production in soil (Fungo et al, 2014; He et al, 2017; Ribas
et al, 2019; Spokas and Reicosky, 2009; Zimmerman et al,, 2011). How-
ever, there is growing evidence that biochar addition can also reduce
emission of CHy and C0; into the atmosphere. A number of experiments
have shown the effectiveness of biochar in decreasing GHG emissions
from various types of soil {Lentz et al, 2014) including paddy scils
(Fenget al., 2011 ) and silt loam (Karhu et al, 2011). Moreover, our pre-
vious study confirmed the positive influence of biochar amendment on
CH,4 consumption, especially in saturated soil (Walkiewicz et al,
2020b).

Soil DNA analyses are widely used to obtain information on soil mi-
crobial diversity and help monitor soil processes related to GHG ex-
change (Szafranek-Makonieczna et al., 2019; Wnuk et al, 2020).
Research focused on the effect of biochar on methanotrophic communi-
ties has suggested that biochar amendment improves biodiversity and
abundance of the methane oxidizing microbiota in paddy soils (Han
et al., 2016; Huang et al., 2019b; Qin et al,, 2016; Wu et al, 2019b).
Han et al. (2016) reported that biochar amendment decreased (Hy
emissions from paddy soil due to the inhibition of methanogens and
stimulation of methanotrophs. Qin et al. (2016) showed that biochar
amendment may be linked to reduced CH; emissions, increased
biodiversity and an abundance of methanotrophs in rice field soil. The
same study indicated Methylocystis as a one of the most important
genus of methanotrophic bacteria, which was stimulated by biochar
addition (Qin et al, 2016). It is important as those bacteria are the one
of the most common methanotrophs, responsible for both low and
high affinity methane utilization in soil (Baani and Liesack, 2008) and
even the minor participation of Methylocystis in the total bacterial
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community may have a key role on CHy uptake (Knief et al, 2003;
Szafranek-Makonieczna et al, 2019). It has been suggested that
methanotrophic bacteria are affected by the increased labile Cand N
contents, elevated pH and better aeration that provide favourable mi-
crohabitats for soil microbiota (Jeffery et al, 2016; Ouyang et al., 2014;
Ribas et al, 2019). In contrast to the studies conducted on paddy soils,
research efforts focused on mineral soils require recognition to confirm
the correlation between the biochar-driven decrease in methane flux
and changes in the structure of methanotrophic communities (Feng
et al, 2011; Liu et al, 2011; Wang et al., 2012).

Wide biochar application appears to be a very promising method for
improving soil quality and reducing GHG emissions (Hui, 2021). Never-
theless, given the great variety of soils and biochars, the topic requires
further extensive research. One of the main questions involves the
time aspect and the significance of biochar aging in sail, espedially in re-
lation to GHG mitigation. Previous studies related to the effects of bio-
char have mainly focused on the physical and chemical properties of
the soil. It was found that it improves soil fertility, aeration, water reten-
tion and increases C sequestration (Coomes and Miltner, 2017; Luo
et al, 2016). Those effects are considered to be long-lasting, e.g. a
study on grassland soil reported improvement in water retention and
soil organic carbon (SOC) mineralization with 3-year aged biochar
(Paetsch et al, 2018). Nevertheless, there is a lack of long-term studies
on how biochar influences GHG exchange between soil and the atmo-
sphere. Additionally, the long-term effect of biochar application on
methanotrophic communities remains largely unknown, although is
very valuable to clarfy the factors influencing for agricultural GHG
emissions

We hypothesise that biochar may enhance CH; oxidation and
increase the abundance of methanotrophic bacteria in Haplic Luvisol
by improving soil properties (e.g. pH, moisture, aeration) and thereby
creating better conditions for methanotrophic activity. We also
hypothesise, that the influence of biochar on CH; oxidation,
accompanying CO; emissions and microbial community structure is
correlated with time (negatively) and dose (positively) due to the
variable amount of biochar in soils, which form crucial places for
microbial adhesion and colonisation

Taking into account the knowledge gaps, two experiments were per-
formed to evaluate the short-term and the long-term responses of
methanotrophic activity in soil to biochar application. The aims of this
study on Haplic Luvisol were to determine: i) the time-dependent effec-
tiveness of biochar (at doses of 10, 20, 30 Mg ha~") in CH, oxidation, ii)
the accompanying COz emissions and Oz uptake, iii) changes in soil
microbial communities directly after biochar application ( as a short-
term soil response) and five years after biochar application (as a long-
term soil response). To ensure that our results have a broad meaning,
the chosen soil (Haplic Luvisol) represents the type commonly found
in the temperate zone and often utilised for agricultural purposes
(Téth et al, 2008, while the biochar used for soil amendment was pro-
duced from wood offcuts; it being a common waste material.

2. Materials and methods
2.1. Tested soils and biochar

The experimental fields are situated in south-eastern Poland
(51915'N, 22°35'E), as described by Usowicz et al. (2016). The field ex-
periment started in spring 2013, when the biochar was applied to fallow
in the amounts of 0 (control), 10, 20 and 30 Mg ha='. Biochar was
mixed with soil to adepth of 0-15 cm using a rototiller. During the ex-
periment, the fields were maintained without plants.

The tested soil was collected in 2018 from the experimental fallow
field (F) divided into four subplots (each of 20 m?), from a depth of
0-15 em. In each sub-plot, soil was collected in three replications and
mixed to prepare reference samples. According to the WRB classifica-
tion, the soil was Haplic Luvisol derived from loess material (IUSS
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Working Group WRB, 2006), characterised by 7.1 g kg~ soil organic
carbon (SOC), 233 mg dm— dissolved organic carbon (DOC), pH
(H;0) 0f 5.74 (Table 51) with sand, silt and clay contents of 66%, 23%
and 11%, respectively (Usowicz et al,, 2016). After collecting, the soil
samples were air-dried, sieved through a 2 mm mesh sieve and stored
inthe dark at rmoom temperature in hermetic containers.

The biochar used in this study was produced from wood offcuts by
pyrolysis at 350400 °C by a local company (Fluid SA, Sedziszdw,
Poland). Biochar characterization includes pH in H,0 (827), redox
potential (Eh 142 mV), bulk density (235 kg m™), C content
(6646 gkg "), N content (11.3 gkg™"), C/Nratio (59) and DOC content
(29831 mg dm™).

The S0C and DOCcontents were measured with a TOC-Vpy analyser
(Shimadzu, Japan) (Yu et al,, 2018). Soil and biochar pH and Eh were de-
termined potentiometrically in H;O (Sokolowska et al, 2020; Yooet al.,
2014) with a HQ40D Portable Multi Meter analyser (Hach Lange).
Biochar C and N contents were determined using an elemental analyser
( Perkin Elmer CHM 2400). The bulk density of soil and biochar were cal-
culated based on its weight at 15 °C, at a volume of 10 em® [ Ozcimen
and Karmosmanogha, 2004,

22, Laboratory experiment description
Two sampling procedures were used:

1) to study the short-term soil response, the samples were collected in
three replications only from control plot of the field experiment to
determine the direct effect of biochar on the processes under inves-
tigation. The soil was air-dried, sieved through a 2 mm mesh sieve,
weighed into glass bottles, and then ennched with biocharin a lab-
oratory and directly before incubation, in the amounts correspond-
ing to the field doses of 0, 10, 20 and 30 Mg ha™",

for the study of the long-term soil response, the samples were taken
fromall the field vanants to determine the effect of five-year aging of
the biochar in the soil.

2

—

All the samples were incubated in controlled laboratory condi-
tions under 60% and 100% of soil water holding capacity (WHC).
The 60% WHC has been considered optimal for aerobic soil microbi-
ota, whereas the 100% WHC corresponded to soil saturation that
may occur in anaerobic soil dods, large aggregates and hotspots,
that may also be a source of methane when the soil is not flooded
(Walkiewicz et al., 2020a). In fact, anoxic microsites can persist
when bulk soil is aerated, thus supporting the activity of anaerobic
microorganisms (Ebrahimi and Or, 2018; Horn et al.,, 1994; Sey
et al., 2008). The WHC of soil and biochar was determined in separate
tests using the modified method of Pramer and Schmidt (1964). In
this regard, 50 g of air-dried soil sample (or 9 g of air-dry biochar
sample) was placed on the filter fabric inside a brass ring. Next, the
rings were placed on a shallow pan of water allowing for the samples
to become wet. Once the samples were saturated, the rings were re-
moved from the pan of water and placed in a chamber with high air
humidity, until free gravity drainage finished. To determine WHC
level, the difference in wet and dry (dried at 105°C by 24 h) sample
weight was used (Yoo et al,, 2014).

The incubation procedure in the laboratory was as follows: 20 g of
air-dried soil sample from each experimental treatment was weighted
into 120 e’ glass bottles and adjusted to 60% or 100% WHC level by
dripping on the sample surface the appropriate volumes of distilled
water. The vessels were closed for the purpose of three-day
preincubation at 25 °C. The main experiment was started after the
glass bottles were ventilated and dosing again with rubber stoppers
and aluminium caps. Next, the headspace was enriched with 1% CH,
(viv).

The concentration of CHy, €Oy and Oy in the headspace was
determined during 28 incubation days (at 25 °C, in darkness) (Chiu
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and Huang, 2020; Walkiewicz et al, 2020b). The gas chromatograph
(Shimadzu, Japan) used was fitted with a flame ionisation detector
(FID) for CH, and CO; analysis and an electron capture detector (ECD)
for Oa PoraPLOT Q and Restek Q-BOND columns were used (major pa-
rameters: column flow - Sem® min ™", split ratio - 5:1, oven temperature
- 30°°C, injection volume - 150 1L and purge flow - 3cm® min~') with
helium as a carrier gas. For calibration, an external standard - 1% CHay
in He and 209% O, in N; (Air Products) was used (Walkiewicz et al,
2020a). On the last incubation day, the glass bottles were opened and
the soil pH was measured.

23. Microbiological analysis

Microbial genomic DNA was extracted from soil samples after
28 days of incubation, in duplicate, using a PowerLyzer PowerSoil DNA
Isolation Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the supplemen-
tary instructions. The date of sampling also marked the end ofincuba-
tion time. The V4 region of the 165 MMNA gene amplicons were
sequenced (in pooled samples) according to 165 Mumina Amplicon
Protocol EMP policy (Thompson et al,, 2017) with MiSeq [llumina tech-
nology (Genomed Inc., Poland). The universal primers used for 165
rRNA (II) amplification were 515F (5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA)
and B06R (5-GCACTACNVCGOTWTCTAAT).

Demultiplexed fastq files which were processed using the DADA2
(1.14) package (Callahan et al, 2016) in R software {3.6.0) (R Core
Team, 2016). Forward and reverse reads were timmed to 250 bp and
primer sequences were removed from all reads. Fltering parameters
were as follows: maxN = 0, maxEE for both reads = 2, trunc} = 2,
The error rates were estimated by leamEmors using one million reads
and exact sequence variants were resolved using dado. Mext,
remove BimeraDenovoe was used to remove chimeric sequences. After
the filtration steps, 111,363-156,789 (mean = 135458 of the reads
were left for further analysis. Taxonomy was assigned against the latest
version of the modified Silva 55U v r138 database (http://www2,
decipher.codes/Classification, /Training Sets/SILVA_SSU_r138_2019,
RData) using IDTAXA (Murali et al., 2018) on the sequences table
resulting from the DADA2 workflow described above. The results
were converted and imported into the phylosEg. (1.22.3) package
{McMurdie and Holmes, 2013). Sequences belonging to the chloro-
plast or mitochondrial DNA were removed. Subsequently, for further
analysis, the total number of reads for the individual taxa were con-
verted to a percentage, assuming the sum of all taxa in the individual
samples as 100%. On average, 62% of all reads, which were correctly
classified to the genus level, were aggregated and their abundances
were summed. Unclassified reads were clustered using vsearch
(Rognes et al, 2016) implemented in seed software, version 2.1
(VEtrovsky et al, 2018) at a 97% similarity level. Each of 1175 clus-
tered groups of unclassified reads were then named from Unclassi-
fied 0001 to Unclassified_1175 and merged with the previous table
{containing reads classified to the genus level). This approach en-
abled the statistical processing of true alpha and beta diversity, re-
gardless of whether a sequence exists in the reference database or
not. In total, 1563 unique taxa (at the genus level plus unclassified
cluster) were detected in all samples. Alpha diversity indices were
calculated using the phyloseq package.

The 165 rRNA amplicon sequencing data generated in this study was
deposited in the NCBI Sequence Read Archive (SRA) under the
BioPmject number PRINA7 29906.

24 Calewlation and statistical analysis

Water holding capacity (g H,0 g ~') was calculated based on the
difference between the masses of the wet (after gravity drainage) and
dry soil samples (after drying) according to Walkiewicz et al,, 2020b;
Yu et al, 2018 from the Eq. (1):
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WHC = T —Td (1)
My

mm, is the mass of sample after gravity drainage (g)
my is the mass of sample after drying at 105 °C (g)

The methane uptake rate { mg CHy-C kg™ ' d~') was determined
based on the difference between the initial (the lag phase for (H, was
excluded) and final gas concentrations on the last incubation day, and
divided by time of apparent CH, uptake (Eq. (2)) (Wnuk et al, 2017).

Coo —Cr
CH4 uptake rate = &Em 2)

Cinirizt 18 the initial uptake CH, concentration in headspace { mg CH4-C
-1
]
Ciina 15 the final CH, concentration in headspace (mg CH4-C kg™
tis number of incubation days with CH, uptake

The carbon dioxide production rate (mg (02-Ckg ™' d™') was calcu-
lated similarly, but in this case the difference in 00z concentration
between the last and first incubation day was calculated due to the
continuous emission of this gas (Eq. (3]) (Walkiewicz et al., 2020a).

C0; production rate =M (3)

Crnarand Gig.15 the final and initial, respectively, C0; concentration
in the headspace (mg CO-Ckg™")
tis number of incubation days

The results were statistically processed with Statistica 13 software
(TMBCO Software Inc.). A one-way ANOVA (Tukey HSD post-hoc test)
was used to test the significance of the differences in CH, uptake and
C0, emission rates between the soil treatments (separately for 60%
and 100% WHC).

The Spearman rank-order correlation coefficient was used to mea-
sure the strength and direction of association between the greenhouse
gas (GHG) release rate and environmental parameters. A graphical dis-
play of the correlation matrix was created using the “Heatmap illustra-
tor" package in TBtools software (Chen et al., 2020). The level of p < 0.05
was considered statistically significant.

A multi-factor analysis of variance (MANOVA) was used to deter-
mine the significance of three factors: ( A) biochar aging time in soil,
{ B) biochar dose, and (C) soil moisture on the CHy uptake and CO2
emission in Haplic Luvisol (Table 52).

3. Results
3.1. Physical and chemical analyses

Soil parameters create different conditions for methanotrophic ac-
tivity. Wood offcuts biochar applied to Haplic Luvisol had an eightfold

Table 1
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higher WHC than enriched soil and achieved 3.47 + 002 g H,0 g~
Despite that, in the short-term response, biochar addition didn't signif-
icantly enhance soil WHC. However, after five years of natural biochar
aging, all doses effectively improved the WHC of the soil by 5.5 to 15%,
in comparison to the control (Table 1).

Under 60% WHC biochar addition significantly increased pH both in
the short- and long-term response experiments, However, in the short-
term response, the differences between the control soil and the highest
biochar dose exceed 1 unit, while in the long-term those pH differences
were close to 0.5 units (Table 1). Under 100% WHC, pH values measured
after both incubations were generally higher than under 60% WHC. Di-
rectly after biochar application, all tested doses significantly enhanced
pH, but five years after soil enrichment with biochar, only the two
highest doses significantly increased pH. The highest value of pH
(6.16) was achieved in the soil incubated under saturation and directly
after addition of highest biochar dose.

32 Gases (CHy, €05, 03) exchange

32.1. Short-term and long-term soil response under 60% WHC

The experiments show that methane oxidation in Haplic Luvisol was
positively affected by biochar addition and that the stimulatory effect
lasted atleast 5 years. Control soil samples (without biochar) incubated
under 60% WHC showed the lowest CH, uptake, since only 404 +
36 mg (HeCkg™' (Fig. 14) and 799 + 2,59 mg CH-C kg™" (Fig. 1B)
of added methane was finally consumed in the short-term and long-
term response experiment, respectively. The short-term soil response
(determined directly after biochar addition ) showed that, even the low-
est biochar dose ( corresponding to 10 Mg ha™!) clearly improved CH,
consumption (Fig. 1A). Methane uptake in this treatment started after
a 15-day lag phase and circa 78.86% £ 36.4 of the added (H,; was
finally consumed within the experimental timeframes. However, the
methane was completely oxidised in soil samples with higher biochar
doses (corresponding to 20 and 30 Mg ha™') by the 25th day of
incubation, after a shorter, eight-day lag phase. Assays performed five
years after the soil was enriched with biochar (long-term soil response),
revealed that the dose of 10 Mg ha™" was no longer effective in CH,
removal. (Fig. 1B). However, a significant improvement in methane
oxidation was still found in the soil supplemented with 20 Mg ha~" of
biochar (1923% + 955 of CHa was consumed by the end of
incubation). The long-term soil response test shows that the highest
biochar dose (30 Mg ha™ ') strongly stimulated methane oxidation in
the tested soil since CHa was depleted within ten days, after a 17-day
lag phase.

The (H, uptake rates in soil enriched with biochar were from 2.67 +
049 mg (H,-Ckg~"'d ™" (in the case of dose of 10 Mg ha™") to 423 +
0.76 mg CH4-C kg™! d~! (after addition of 30 Mg ha™"), and those
values were up six to even tenfold higher in comparison to the control.
In assays performed five years after biochar application, only the highest
dose of biochar (30 Mg ha™") was still found to significantly improve
soil CH, uptake under 60% WHC. In this case, the methane uptake rate

‘Water holding capacity (WHC) and pH of soilsfrom fallow fields incubated without biochar [ control) and with biechar in 10, 20 and 30 Mgha~ ' doses (avg. + 50, n = 3] Different letters
indicate significant differences between the short- and long-terms of biochar application in appropriate dose. Asterisks mean a significant difference to the adequate control [The Tukey

test, p < 0.05).
Termofbiochar application Binchar dose WHC pH pH
[Mg ha—] e HOg under 6% WHC under 100% WHC
Contral 0432 4 0002 (a) 451 4+ 003 (a) 507 4 002 (a)
10 0428 + 0.007 (a) 484 + 0047 (a) 567 + 002 " (a)
Short-term response 0 0437 & 0004 (a) 535 4+ 015" (a) 597 + 004 " (a)
0 0441 + 0004 (a) 562 4 007* (a) 616 + 002 * (a)
Contral 0432 4 0002 (a) 482 4+ 006(b) 547 4+ 006 (b)
10 0456 + 0,000 * (b) 504 + 004" (b) 557 + (.06 ()
Long-term response 0 0486 4+ 0009 * (b) 504 + 003" (b) 568 + 005" (b)
0 0497 4+ Q008 * (b) 528 4 Q03* (b} 599 4 008 * (b)

90



A. Kubaczyriski, A Walkiewicz, A Pytiak et al

-
i
o,

Short-term response, 60% WHC
}n 4

25 m

CHy [mg CHy-C kg']
2

=
11
h

CHy [mg CHy-C kg']
g

Science of the Total Environment 806 (2022 ) 151259

Long-term response, 60% WHC

. gﬂ?ﬁ“

—4— Conirl —&— Control
15 4 15
8- 1 Mg b SE- 10 Mg hat
. In -
0 —e- 20 Mg ha! & 20 Mg hat
5 J 3
N --8-- 30 Mg ha! . -2 30 Mg ha!
L] T T T T . 1 a T T
L] 5 10 15 0 25 30 L1} 5 ] 15
250 - 250 -
- — 00
i 200 e
: E
Z1s0 2
< g
E-' 100 %r
<] &
S o5 G
L]

Q, [*%]

] 5 10 15 20
Incubation time [days]

20 4
— 15 o
£
< 104
S_
0 : : . : \
0 5 10 15 20 25 30

Incubation time [days]

Fig. 1. Changes in CH, C0, and 0 concentation over timeduring the methanotrophy study (with 1% CH, addition ) in soil incubated under 60% WHC without biochar (control) and soil
with biocharin 10, 20 and 30 Mg ha™' doses directly after application [A: short-term response) and five years after application (B: long-term respon= | (avg. 4 50,0 = 3).
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Fig. 2. Methane uptake rates (A) and carbon dicxide emission rates (B) in soil without biochar (control | and soil with biochar (comresponding to 10, 20 and 30 Mg ha'') directly after
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Tukey test, p < 0.05).

91



A. Kubarzyfiski, A Walliewicz, A Pytik et al

reached 3.66 + 0.74 mg (H,-C kg ™" d ™", which was eight times higher
in comparison to the control without biochar, Directly after biochar ap-
plication, under 60% WHC, even the lowest dose (10 Mg ha—") signifi-
cantly increased the methane uptake rate to level similar to that in
higher doses of biochar. However, five yvears after biochar application,
the effect of the lowest biochar dose was imperceptible and only
30 Mg ha~! stimulated CHy uptake in comparison with the control
(Fig. 24).

Soil CO, emissions accompanying methane uptake were affected by
the biochar, but only when tested directly after its application. The
short-term response showed that soil samples with different biochar
doses varied in their CO; emissions (Fig. 1A). During incubation, soil
with the two highest biochar doses produced clearly more (0; than
the control and the soil with the dose of 10 Mg ha=" (Fig. 1A, middle
panel ). On the last day of incubation, CO, concentrations in the 20 and
30 Mg ha™! treatments were 213.44 + 74 mg C0,-C kg™' and
20635 + 1741 mg CO,-C kg™", respectively. At the lowest biochar
dose, CO; remained below 180 mg C0,-C kg_l. while in the control
soil it was 14805 + 1873 mg C0,-C kg~'. The (D, emissions
measured in the soil collected five years after biochar amendment
{long-term response) was low and similar to that in the control
(Fig. 1B, middle panel). Final, cumulative CO; concentrations ranged
from 118.19 + 326 mg CO,-C kg ™' to 12505 4+ 17.64 mg CO,-Ckg ™%

Directly after biochar application, the CO, emission rate was
significantly higher for 20 and 30 Mg ha~", reaching 752 + 0.26 mg
C0,-Ckg~' d~! and 7.26 + 0.62 mg CO,-C kg~' d7', respectively

| Short-term response, 100% WHC _

~B- 10 Mg bl
- 20 Mg bt

—O— 30 Mg ha!

00y Jmg OOy

0, %]

10 15 0
Incubation time [days]

=
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(Fig. 2B). The long-term response of 00, emissions was similar to that
inthe control soil regardless of the used dose.

In the short-term soil response experiment, the O, level decreased
from ambient to 16.47% + 0.86 v/v in the control, and to 14.47 +
0.89% v/v in soil with biochar dose of 30 Mg ha™! (Fig. 1A, lower
panel). In contrast, the long-term response experiment revealed that
0z uptake did not differ among the treatments after five-year aging of
biochar in the scil, and in all experimental sets the final O,
concentration was between 14 and 15% v/v (Fig. 1B, lower panel). It
should be noted that CO, and O concentrations, in contrast to CHy,
showed low variability among the replications, which resulted in
small values of standard deviation.

322 Short-term and long-term soil response under 100% WHC

Soil samples enriched with biochar and incubated at higher moisture
level (100% WHC) showed different dynamics for methane uptake than
those incubated at the lower moisture level. The control soil (without
biochar) completely and clearly more quickly depleted the added CH,
(in 15 days in both the short- and long-term response tests) (Fig. 34,
B). In the short-term response, a prolongation of the lag phase was ob-
served, from 8 days in the control up to 11-13 days in soil samples
enriched with biochar (Fig. 3A). The time needed for (H,4 depletion
was generally longer in the samples with biochar than in the control
and lasted to the end of the 28-day incubation period (Fig. 3A). In the
long-term experiment, similarly to the short-term study, (Ha
oxidation started earlier and was more rapid in the control than in the
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Fig. 3. Changes in (Hy C0z and O concentration over imeduringthe methanotrophy study (with 1% C(Headdition) in soil incubated under 100% WHC without biochar [control ) and soil
with biocharin 10, 20 and 30 Mg ha' doses directly after application | A; short-term response] and five years after application (B: long-term respons) (avg. 4+ S0,n = 3).
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biochar treatments. In the soil samples with the two highest biochar
doses (20 and 30 Mg ha™') the lag phases were identical (9 days), but
complete methane oxidation lasted ca. 20 days and 28 days,
respectively. The soil with the 10 Mg ha™"' dose of biochar was
characterised by clearly the longest lag phase (14 days) and all the
added methane was consumed by the end of incubation. In fact, in the
10 and 30 Mg ha™ ! treatments (under 100% WHC), low (Ha
concentrations were still present in the headspace at the end of
incubation of the soils with five-year aged biochar.

Soil samples incubated under saturation (100% WHC) showed
higher methane uptake rates than under 60% WHC. Differences be-
tween the two moisture levels were clearly visible, espedially in the con-
trol soil (Fig. 2A). Directly after biochar application to the soil under
100% WHC, the methane uptake rates were: 413 + 133 mg CH4-C
kg™'d™'3.26 + 1.2 mg CHy-C kg~ ' d~'and 415 + 1.74 mg CH4-C
kg~' d~! in the variants with doses of 10,20 and 30 Mg ha~", respec-
tively. Under soil saturation, all biochar doses caused c.a. twofold de-
crease in methane uptake rates in comparison to the control soil
[ 7.64 + 058 mg CHy-C kg~ ' d=). The methanotrophic activity of the
soil samples under 100% WHC enriched with a biochar dose of
20 Mg ha~" was significantly higher five years after biochar application
[6.17 + 0.69 mg CHy-C kg~™' d™1), than directly after amendment
(326 + 1.2mgCHy-Ckg™1d™").

In the short-term response of the soil under 100% WHC we observed
increasing CO; concentration in the soil samples comresponding with
increasing biochar dose (Fig. 3A, middle panel). Final, cumulative CO;
emissions in the control were16925 + 7.54 mg C0,-C kg™, while
after biochar addition it ranged from 200.72 £+ 1022 mg CO,-C kg™!
to 234.81 + 1421 mg (0,-C kg~". In the long-term response, COy
emissions were similar in all treatments { about 140 mg (0,-Ckg™)
(Fig. 3B, middle panel ). Similarly to lower moisture level, under soil sat-
uration, CO, emissions were significantly higher directly after biochar
application (Fig. 3A middle panel) than after five years of natural
biochar aging in soil (Fig. 3B, middle panel).

Under 100% WHC, soil samples incubated directly after biochar en-
richment showed significantly higher CO, emission rate (from 7.07 +
0.36 to 826 £ 051 mg CO,-C kg~! d™'), than the control soil
(595 + 027 mgCO-Ckg ™" d™ 1) (Fig. 2B). Similarly to soil samples in-
cubated at lower maoisture level, CO, emission rates in saturated soils
were higher directly after biochar application (10, 20 and
30 Mg ha™',) in comparison to the long-term experiment. Five years
after enrichment of saturated soil with biochar, the 00, emission rates
were at a similar level as in the control soil regardless of the used dose.

Withregard to 0 uptake, there were no apparent differences among
the tested variants, regardless of the period of biochar aging in the soil,
reaching between 14 and 15% (v/v), (Fig. 3, lower panel).

3 3. Microbial identification

33.1. Microbial community structure

The microbial community structure of the soil samples was analysed
in treatments that were studied for short- and long-term effects of bio-
char addition. Treatments with 60% WHC were chosen as best reflecting
field conditions. A total of 34 phyla (Archaea and Bacterio domains)
were found in the tested soil samples. In the short-term response, bac-
terial communities were dominated by Protechacteria, which ranged
from 36.59 to 39.52% Actinobacteriota ( 17.65 to 21.45%), Acidobacteriota
(6.09 to 9.59%), Firmicutes (535 to 9.92%), Gemmatimonadota (4.10 to
6.24%), Chioroflexi (3.95 to 494%), Planctomycetota (354 to 4.04%),
Crenarchaeota (295 to 4.08%) and Myxococcota (2,65 to 3.56%). Other
phyla were represented by a relative abundance of less than 3%, The rel-
ative abundances of each phylumis shown in Fig. $1.Irespective of bio-
char dose, two main phyla (Proteobacteria and Actinobacteriota) were at
a similar level. The direct response of the microbial community to bio-
char addition was a reduction in Firmicutes abundance by about
28.13% for the dose of 10 Mg ha~! and about 46.07% after addition of
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30 Mg ha~'. Simultaneously, an increase in the number of sequences
belonging to Acidobacteriota could be observed (from 16.78% at
10 Mg ha~' to 57.73% at the highest biochar dose),

Analysis of the long-term response showed more visible changes in
the microbial communities. Proteobacteria were still the most abundant
phylum (45.7% in control), but its abundance decreased substantially
with biochar dose, reaching 28.74% at 30 Mg ha™". Simultaneously,
the number of sequences belonging to the second largest group
(Actinobacteriota) rose from 18.19% in control to 25.03% in the soil
with the highest biochar dose. Similarly, increased abundance related
with increasing biochar dose was observed for phyla: Acidobacteriota,
Chiloroflead, Firmicutes and Verrucomicrobioto,

Based on the comparison of microbial community structure changes
over time (short-term and long-term response), it can be concluded
that in the short-term perspective, biochar addition had little effect on
the abundance of the main phyla. In the long-term perspective, at that
level, the rebuilding of the microbial communities was noticeable only
inthe biochar doses of 20 and 30 Mg ha™",

Throughout the experimental timeframes, the most abundant gen-
era in the studied soil were in the Sphingomonas, Gaiella and Massilia.
These genera dominated in the control soil as well as in majority of
the biochar-amended treatments. Only in the soil sampled 5 years
after biochar application, at two highest doses {20 and 30 Mg ha™"),
did Gaielln became dominant

The major differences between short- and long-term biochar appli-
cation were an increase in the number of Candidatus Koribacter and
Candidatus Udaeobacter and decrease in Bacillus taxa after five years.
The heatmap below (Fig. 4) shows in detail the relative abundances of
bacteria at the genus level in the studied soil treatments. A Bray-
Curtis-based distance tree demonstrated clearly that although the com-
munities were very similar, they could be clustered, with the sampling
time being the main differentiating factor. The effect of biochar addition
on reshaping of the microbial communities was visible at a dose of
20Mg h~! and higher.

332, The effect of biochar addition on o-diversity

Generally, the studied soil was characterised by high microbial di-
versity, which was reflected in the values of the calculated indices
(Table 2). Simpson1-D index ranged from 0.983 to 0.985 in the short-
term response to biochar application and from 0.977 to 0987 for sam-
ples collected five years after biochar application. A similar trend was
shown in the Shannon H index, which was in the range of 5.008 to
5.122 and 4,832 to 5.23, respectively (Table 2). There was noclear dom-
inance pattem. The sequences representing the most abundant taxa
(=4%) represented up to 22% of total reads.

Biochar addition was found to slightly improve soil microbial diver-
sity, which consequently grew with biochar dose. The effect of time was
also noticeable, the number of taxa in considered doses was clearly
higher after five years of biochar presence in soil than in the beginning
of the experiment (short-term response ). The increase in the number of
ASVs, stated after short-term biochar presence in the soil was from
4 06% to 11.49% ( compared to unamended control). Five years after en-
richment, the positive effect of supplementation was more visible, with
anincrease in the number of unique amplicon varant sequences (ASVs)
by 1722% in the soil with highest biochar dose (30 Mg ha™").

333. Methanotrophic bacteria

Methanotrophic community transformation on biochar addition to
Haplic Luvisol is shown in Fig. 5. The most abundant genera were
Methylosinus  and  Methylocystis, followed by Methylobacter.
Methylosinus was the only genus represented in all tested variants. In
the samples studied, to assess the short-time effect of biochar applica-
tion, the relative abundance of this genus was in range of 0.21% to
1.67%, with the values noted in the control being several times lower
than in the amended soils. Five years after biochar addition,
Methylosinus abundance in the control soil was very similar to the initial
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Fig. 4 Hierarchically clustered heatmap analysis of the highly represented bacterial and
archaea taxa (at the genus and species levels) found in Haplic Luwvisol without biochar
[control) and soil with biochar (comesponding to 10, 20 and 30 Mg ha"] directly after
application |short-term response | and five years after biochar application [long term
respon ) incubated with 12 CHy (v/v) under 602 WHC The relative percentages of the
bacterial genera are presented by different colour intensities, according to the legend
sitnated at the top of the figure. Bacterial genus names are gquoted on the right side of
the heatmap. Dendrograms at the top and left side of the heatmap indicate the
phylogenetic relation between the treatments and genus. The duster analysis of
bacterial community structure was generated based on Bray-Curtis distances bebween
samples. The intensity of the cell colour corresponded to the abundance of the
amplicons belonging to a given genus,

value. It is noteworthy that the stimulatory effect of biochar was not
maintained and in the microbial communities representing the
amended soils, sequences affiliated to Methylosinus showed little varia-
tion, with relative abundancies in the range of 0.14% to 0.16%,

The presence of the second most important genus of
methanotrophic bacteria, Methylocystis, seemed to be tightly connected
with the presence of biochar. In the short-term response, Me thylocystis
was found in each of the biochar-amended treatments. The relative
abundance of the genus ranged from 0.36% to 1.24% and was correlated
with increasing biochar doses. In the samples studied, to recognise the
long-term response of the microbial community, the stimulatory effect
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Fig. 5 Relative abundance of the methanotrophic microbial communities in Haplic Luvisol
enriched with wood offouts biochar (incubated under 6% WHC). Diversity was identified
at the genus level, by 165 RNA gene sequences. Each bar represents the relative
abundance in respective treatments. Parts of the bar, indicated by different colour
represent a particular methanotrophic bacterial genera. Soil samples directly after
biochar application are marked as “Short term” and samples collected five years after
biochar addition to the soil as “long term™. Each part shows the treatments for contmol
and soil with biochar doses: 10, 20 and 30 Mg ha',

of biochar remained visible only in the soil amended with a biochar
dose of 30 Mg ha~", which was analogous to Methylosinus These sam-
ples were also the only ones where the presence of Methylobacter was
confirmed, thereby the highest biochar dose was able to improve diver-
sity of methanotrophic bacteria even a few years after application,

4. Discussion

Luvisols are productive soils located all over Europe, They constitute
the second largest reference soil group in the EU. The tested Haplic
Luvisol comprise the largest soil unit belonging to European Luvisols
and covers an area of 266,017 km” in Europe (Téth et al,, 2008). Haplic
Luvisol are particularly important for agriculture in Europe due to their
universality and high cultivation potential. Maintenance of the condi-
tion of Haplic Luvisol and control of GHG emissions are thus of great
CONCEML.

4.1. The influence of soil properties on GHG exchange

One of the basic improvements by biochar observed in the soil eco-
systems was usually an increase in pH and C content, which determine
many other soil properties and processes (Cybulak et al,, 2019; Guletal,
2015; Tomezyk et al., 2020). The negatively charged functional groups
located on the biochar surface by assodation of H™ are mainly respon-
sible for the increase in soil pH (Gul et al, 2015; Falansooriya et al,
2019). In our research, we noticed an increase in soil pH (under 60%
WHC) from 4.51 to 4.84 after direct application of even the lowest
dose of biochar (10 Mg ha™!') (Table 1). The two highest doses of bio-
char (20 and 30 Mg ha™") increased the pH from 4.51 {control) to
535 and 5.62 respectively. The resulting improvement in soil pH has
also been reported by other researchers. Shah et al. (2017) showed a

Table 2
Bind iversity indices of the experimental treatments.
Termofbiochar application Biochar dose Index
—1
[Mg ha™] Number of taxa DominanceD Simpsoni-D ShannonH Evenness Fisher
Contraol 714 om7 0983 5.008 0210 1035
Short-term response 10 743 oG 0984 5031 0206 1093
P 20 Taz s 0985 5119 oz 1178
30 796 s 0.985 5122 oz 1167
Contraol 755 ooz3 04977 4832 0166 1089
LD e response 10 765 oozs 0975 4822 162 1104
e P 20 E15 0.019 0981 5.024 0187 11E4
30 BES oot4 0987 513 oz 1312
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similar effect in pH (increase from 7.27 to 7.80) achieved by enriching
silty clay loam soil with a biochar dose of 10 Mg ha™"'. On the other
hand, the same studies also show a weakening of biochar impact al-
ready after the 50-day incubation period. A study on siltic soil did not
show any significant changes in pH after the direct application of
20 Mg ha~! of fir sawdust-biochar (Walkiewicz et al,, 2020b). In our
study, biochar clearly increased the soil pH, even 5 vears after amend-
ment. However, in the long-term response (under 60% WHC), soil pH
value increased from 4.82 (control) to values in range of 504-528 for
all tested biochar doses. Scientific reports have shown eg. better effi-
ciency of biochar addition in alkalisation of strongly acidic soils
(Cybulak etal, 2019) due to the presence of ash which are a rich source
of alkaline oxides and hydroxides (Mierzwa-Hersztek et al,, 2018). This
indicates the need for of a precise selection of the biochar type for spe-
cific soils in onder to permanently improve soil properties.

Our studies have shown a strong comrelation between methane oxi-
dation, soil pH, SOC and met hanotroph abundance (Fig. 6, Table 53 ). The
optimal pH for methanotrophic bacteria ranges from slightly acidic to
neutral (Huang et al, 2019; Malyan et al, 2016). Gamma-
proteobacteria mainly occurs in soils with close to neutral pH (Knief
et al,, 2003). Biochar addition-driven pH improvement seems thus to
promote CH; oxidation

Soil water retention is particularly important given rising problems
of drought. Soil moisture determines the condition of the entire soil en-
vironment and affect the availability of biogenic elements, microbiolog-
ical activity, soil oxygenation and diffusion of other gases (Cook and
Orchard, 2008; Mao et al,, 2019; Yu et al, 2012). The high porosity
and the large surface areaofthe biochar bring changes in the packing ef-
ficiency of soil particles (Ajayi et al., 2016; Lehmann et al., 2006; Mao
et al, 2019). This may create new pore spaces in soil and ultimately im-
prove hydraulic properties of the soil (Liao and Thomas, 2019).Changes
of soil hydrophobicity and SOC caused by biochar amendment could
also attribute to WHC improvement (Mao et al, 2019). In our research,
a significant effect on soil WHC was confirmed only after 5 years of bio-
char aging in the soil. In the long-term response, all tested doses signif-
icantly improved those values by 56% (10 Mg ha™') to even 12.5%
(20 Mg ha=") and 15.1% { 30 Mg ha—") (Table 1). Yoo et al. (2014) ob-
served an average increase in soil WHC due to rice chaff biochar amend-
ment (pyrolysed at 500-600°C) of 9%. Our previous study, in which we
used fir sawdust biochar (pyrolysed at 650 °C) showed a direct and
strong improvement in WHC values in Haplic Luvisol by 34 to 47%
(Walkiewicz et al., 2020b). However, several other studies reported

. . . o @ . . C.l-l‘nxidarion .-I.ﬂ
@ ® o o @ @ o emisian @
. @ s

©0@® 000 o
oo o @O @® o 00z
00z

© - 00@®® 0 ooc @ os
@000 Q@ 0O s :2:
ee® -o@e . Methenotoph sbundance {10

PE F o &
Fr R
C}ré!'b

Fig. 6. Comrelogram of Spearman’s rank correlation coefficients of biochar properties, CHy
oxidation and {0z emission and methanotrophy abund ance. The analyses were basedon
datasets limited to 60% WHC. Correlation coeffidents were statistically significant
[p = 0.05) at a vale =04
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little (short-term and long-term) effects of biochar amendment on soil
retention properties (Karhu et al,, 2011; Ventura et al,, 2014). Moreover,
most of the results from laboratory and pot studies which confirm the
generally short-term effect of WHC improvement as a result of soil en-
richment with biochar (Liu et al, 2016). The inconsistency in the results
in soil WHC is mainly attributed to the differences in soil types, a wide
range of biochar doses and biochar properties such as DOC content
and hydrophilic level (Liu et al, 2016). Those biochar properties are de-
termined by feedstock type and pyrolysis conditions (Xiao et al, 2018).
The pyrolysis temperature of the biochar used in our experiment
(350-400 °C) resulted in high DOC content (298.31 mg dm™) and high
hydrophobicity. These biochar parameters are considered to have an im-
pact on microbial activity, and may be crucial for the long-termimprove-
ment of soil WHC observed in our study (Gul et al,, 2015; Jeffery et al,
2016; Liu et al, 2019). It has been documented that soil microbiota has
a particularly important role on gas exchange in soil and the optimum
muoisture level oscillated between 50 and 70% WHC (Mufioz et al, 2017;
Skopp et al., 1990; Walkiewicz et al, 2020b). Our study showed some de-
viation of this value for methanotrophic processes, but on the other hand
muoisture didn't clearly alter CO, emissions.

Our study reported an improvement in different soil phy sicochemi-
cal parameters both in the long-term and short-term variants. Biochar
addition increased SOCand DOC contents (Table 51 ). The characternistics
of the soil samples showed an increase of the SOC content from
7.1 g kg™! (control) up to about 19% (aker application of the
30 Mg ha—! dose) regardless of the time of biochar aging in soil. The
DOC content was also higher in soil enriched with biochar. Moreover,
the long-term effect of increased DOC content was stronger than di-
rectly after biochar application. A similar improvement in the content
of both C forms has also been confirned by other researchers (Liu
et al, 2016; Wang et al, 2019; Yang et al, 2017). However, CO,
emissions were weak correlated with the increased supply of SOC and
DOC in the soil enriched with biochar (Fig. 6, Table 53).

The properties of biochar change over time. The changes relate to
surface properties e.g decrease in surface hydrophobicity and the for-
mation of organic mineral complexes (Wang et al,, 2020), and the avail-
ability of biochar-derived components (Wang et al, 2016) were
observed even after three years. These parameters significantly alter
biochar-microorganism  interactions and enhance colonisation
(Mukherjee et al, 2014). It may be assumed that soil ecosystems that
contain aged biochar create a wider array of variable ecological niches
than soil without biochar. It has also been suggested that part ofthe bio-
char is biologically available and can be slowly degraded by soil micro-
organisms.

42. Methanotrophic microbial community structure and methane
oxidation in soil amended with biodhar

Biochar dose and soil moisture level had a significant impact on CH,
uptake (Table 52). Under 60% WHC, methanotrophic activity generally in-
creased along with increasing biochar dose regardless of the biochar aging
time in the soil. The shart-term soil response test showed that, directly
after application, all the biochar doses stimulated CH, uptake (Fig. 3).

One of the most important issues of the presented topic is the mech-
anism of interaction between biochar and methanotrophic bacteria. The
properties of soils which have been modified by the addition of biochar,
which, at the same time, changes the living conditions for
methanotrophic bacteria (i.e.: porosity, moisture pH, nitrogen, metal
oxides content), have been described in detail by Zhao et al. (2021).

Our study confirmed the improvement of (H, oxidation by biochar
enrichment of soil. Directly after the application of wood offcuts
biochar, all tested doses (10, 20, 30 Mg ha™!, under 60% WHC)
improved CH, uptake rate by several times. According to Walkiewicz
et al. (2020b) study, a similar biochar addition (20 Mg ha='to Haplic
Luvisol under similar moisture ( 55% WHC) increased CH,4 uptake rate
circa three times in orchard soil. However, in adjacent forest soil the
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positive effect of biocharon methanotrophy was higher under saturated
conditions (1008 WHC). In our experiment, moisture level also
significantly affected CH, oxidation in soil. Under 100% WHC, methane
uptake was generally higher than at the lower moisture. Additionally,
the highest rates of CHs oxidation were observed five vears after soil
enrichment in the two highest biochar doses (20 and 30 Mg ha™').

Our work emphasises the importance of time as afactor that govemns
the influence of biochar on methanotrophic bacteria In the case of bio-
char produced from wood offcuts, a positive effect that included both
the activity and the relative abundance, was visible even 5 years after
soil supplementation with biochar, but in a greatly limited degree.
This relationship may result from the changes that biochar undergoes
in the soil. Initially, biochars are characterised by high hydrophobicity
(Wang et al,, 2016). Hydrophobic biochar surfaces are confirmed to
have substantial methane sorption capacity (Sadasivam and Reddy,
2015). Methane sorption on the biochar surface might enable a more ef-
ficient utilization by the methanotrophic bacteria compared to free gas
Likewise, a positive effect in biological oxidation of low concentration
methane was found in bioreactors where a non-arqueous, hydrophobic
phase was applied to enhance mass transfer from the gas phase to the
microorganisms (Cantera et al,, 2016; Lebrero et al, 2015). The hydro-
phobic bioreactor phase was found to be occupied by methanotrophic
bactenia affiliated to Methylocystis (Lebrero et al., 2015). As revealed
by the current study, the abundance of Methylocystis was also tightly re-
lated with the soil biochar (Fg. 5).

The short-term soil response to biochar application included anin-
crease in CO; emissions (Fig. 1A, middle panel). Other studies also
confirmed a similar rise in G0, emissions as an early effect of biochar
addition {Almeida et al, 2019; Ippolito et al, 2014; Yang et al., 2017).
However, this effect wasn't permanent and five years after biochar
application (at both of the moisture levels), CO; emission level
reached a plateau and was independent of the biochar dose. A decrease
of CO; emissions in a long-term study was also observed by Lentz et al,
2014 and Shen etal,, 201 7. Other studies have reported that biochar had
no effect on 00, emissions (Fidel et al., 2019; Troy et al, 2013).

Soil respiration is a universal measure of soil biological activity and fer-
tility (Haney et al, 2008; Joshi Cyawal et al., 2019). In the current exper-
iment, the activity of microorganisms, tested directly after biochar
addition, was higher than in the control (Fig. 4). Eardier reports have indi-
cated that 00, emissions from soil supplemented with biochar can be both
reduced (Spokas et al, 2010) and increased (Spokas and Reicosky, 2009),
The limitation of activity was explained by the fact that fresh biochar
contains persistent radicals and toxic chemical compounds that inhibit
microbial activity (Gorovtsov et al, 2020). The presence of these
inhibitors depends on the conditions of pyrolysis, with high temperature
priming their formation (Tomczyk et al, 2020). The lack of inhibition of
soil respiration indicates that wood offcuts subjected to pyrolysis at a
temperature of 350-400 °C do not show toxicity toward soil microbiota.

The increased respiration that was observed directly after biochar
addition (proportional to the biochar dose) must have partially result
from enhanced methanotrophy (Fig. 6, Table 53 ). However, the quantity
of 00; released also suggests the occurrence of biodegradation of
biochar components by heterotrophic bacteria or the priming of
native soil organic Cpools (Ameloot et al, 2013). Biochars are composed
of various compounds with the majority of them being scarcely avail-
able for microbiota. Some of the biochar compounds are labile and
able to leach to the surrounding soil (Hale et al,, 2012). Indeed, in the
studied soil, the amount of DOC increased with the addition of biochar
(Table 51). However, it is assumed that these were not easily-available
growth substrates. According to the oligotrophic-copiotrophic theory
that was proposed for ecological classification of soil bacteria, greater
soil carbon availability promotes the growth of the copiotrophic taxa
(Ferer et al,, 2007). Their abundance is also linked with higher net C
mineralization (respiration) (Yao et al, 2017). In our study, however,
directly after biochar addition, there was no growth in abundance of
copiotrophic bacteria { mostly Proteobacteria and Firmicutes). On the
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contrary, biochar addition resulted in an increase in oligotrophic taxa
(Acidobacteriota, Gemmatimonadota, Chloroflexi) (Ho et al., 2017; Liu
et al., 2015; Yao et al., 2017 and references cited therein) (Table 54).
The enhanced respiration should thus rather be linked with priming of
native soil C pools. Such interpretation also persists in agreement with
the results derived from the soil that was collected 5 years after supple-
mentation. In this part of the experiment, respiration rates were similar
in all treatments, despite the much higher DOC pools in biochar-
amended soil samples. Also the changes that occurred in microbial com-
munities point to a decrease in the proportion of copiotrophic taxa
(3468% of the curnulative relative abundance in dose of 30 Mg ha=!
compared to 48 89% in control in long-term response) (Table S4).

5. Conclhusions

Our study demonstrated the short-term and long-term influence of
biochar application on GHGs (CH; uptake, (0, emissions) and
microbial community diversity in Haplic Luvisol. Importantly, in the
short-term, biochar increased CO; emissions (negative effect), while
in the long-term it increased CH, uptake (positive effect). Five years
after biochar addition, its influence was weaker than directly after
application, but the highest dose of biochar (30 Mg ha™") significantly
stimulated methanotrophic activity regardless of the time. Moreover,
the positive biochar influence on methanotrophic communities was
confirmed by the increase of Methylocystis abundance in the soil,
which was observed directly and even five years after biochar
amendment (dose of 30 Mg ha™'). Seil pH, DOC and SOC contents,
which were enhanced by biochar, also had a strong effect on
methanotroph  abundance and consequently on CH, oxidation
processes, Considering the changes in CH, uptake and (0, emission
balance, biochars could be a useful and beneficial soil amendment.

Supplementary data to this article can be found online at https:/doi.
orz/10.1016/j.scitotenv.2021.151259,
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Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic

Luvisol

SUPPLEMENTARY INFORMATION

Table 51 Characteristics of soils collected from experimental fallow plots without (control) and with biochar in

the dose of 10, 20. 30 Mg ha m a short-term and long-term response experiment.

Biochar dose sSOC DOC Eh
Biochar aging pH
Mg ha'] [gkg']  [mgdm’] [mV]
0 71 233 5.74 206
10 8.3 2749 592 213
Short-term response
20 13.2 2487 6.12 217
30 189 26.58 6.21 219
0 71 233 5.74 206
10 1.7 20 5.61 251
Long-term response
20 11.0 3132 5.76 253
30 19.4 30.72 592 322
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Table 52 Results of multifactor analysis of variance used to compare three factors: (A) biochar aging time in soil,
(B) biochar dose. and (C) soil moisture on CHy4 uptake and CO:z emissions in Haplic Luvisol enriched with wood
offcuts biochar (n = 3). Tukey's test was used to discriminate among the pairs of the means as an output of

MANOVA.

CHy uptake CO; emission

Main effects

A biochar aging time in soil (short-term vs. long-term response) ns. 5223?;.301
B: biochar dose (0. 10, 20 vs. 30 Mg ha™) §=q02005 E=1061;(l)01
C: soil moisture (60% vs. 100% WHC) §=?gggﬂl Ezjfgggm
Interactions

AxB ns. EZICI:ID?IIEEH
AxC §=q04;q s

BxC ;Ejlg_ggm e
AxBxC §:103§1 n.s.
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Fig. S1. Average distribution of the community composition in Haplic Luvisol enriched with wood offeuts biochar
(incubated under 60% WHC) discriminated at the p/ivlum level. Each bar represents the community composition
for the relevant treatment. Parts of bar, indicated by different colours, represent particular phylum levels. Soil
samples directly after biochar application marked as "Short-term response” and samples collected five years after
biochar addition to the soil as "Long-term response”. Each part shows the treatments for control and soil with

biochar doses: 10, 20 and 30 Mg ha™.

101



Table S3 Correlogram of Spearman's rank correlation coefficients of the biochar properties, CH, oxidation and

CO: emission and methanotrophy abundance. The analyses were based on datasets limited to 60% WEHC.

Correlation coefficients were statistically significant (p=0.05) at value =0.4.

CHai oxidation
C(O»y emission
pH
Eh
DOC

SOC

Methanotroph
abundnce

CHs

oxidation

1.00
0.62
0.80

0.23
0.48
0.80

0.64

COs

emission

0.62
1.00

077
-0.25
0.07
0.40

0.64

pH

0.80
0.77
1.00
0.12
0.49
0.74

Eh

0.23

-0.25
0.12

1.00
0.54
0.66

-0.11

DOC

0.48
0.07
0.49
0.54
1.00
0.65

0.42

S0OC

0.80
0.40
0.74
0.66
0.65
1.00

0.51

Methanotroph
abundance

0.64
0.64
0.79

-0.11
0.42
0.51

1.00

102



Table S4 Copiotrophic- and oligotrophic-associated phyla in response to biochar amendments. Interpretation of
life strategy was performed after Ho et al. (2017). Taxa for which there are large discrepancies in the life

strategies presented in the literature were marked as "not assigned".

Short-term response Long-term response
Phylum Contral 10 20 30Mghat Contral 10 20 30 Mgha'
Proteobacteria 37.19 39.03  36.59 39.51 45.70 4727 3676 28.74
Actinobacteriota 21.44 2033 2102 17.65 18.19 1692 2210 25.03
Firmicutes 992 713 5.60 5.35 2.87 336 478 445
Acidobacteriota 6.08 7.10 8.29 9.59 952 8.86 10.10 13.29
Gemmatimonadota 4.10 4.24 5.60 6.24 353 347 2.84 354
Chloroflexi 395 4.53 4.94 4.55 476 459 6.12 7.70
Myxococcota 356 3.27 313 2.65 221 2.20 2.58 244
Planctemycetota 354 3.55 4.04 3.64 344 3.52 3.97 3.01
Crenarchaeota 352 4.08 3.56 295 2.10 222 2.78 2.80
Verrucomicrobiota 225 2.26 2.49 2.64 316 2.80 410 4.69
Bacteroidota 1.78 1.53 1.76 2.06 1.33 1.40 1.34 1.50
Bdellovibrionota 130 1.51 1.51 1.50 0.80 0.73 0.54 0.64
other
(abundance <1%) 1.36 144 1.50 1.65 2.40 2.65 2.18 2.18
Summary abundance:
Copiotrophic 48.89 4769 4394 46.93 49.90 5204 42387 34.68
Oligotrophic 2345 2576 2890 29.62 26.51 2547 2972 35.03
Not assigned 27.67 2656  27.16 2345 23.59 2249 2741 30.29

copiotrophic
not assigned
copiotrophic
oligotrophic
oligotrophic
oligotrophic
not assigned
oligotrophic
oligotrophic
oligotrophic
copiotrophic

not assigned

not assigned

References (S):

Ho. A, Lonardo, D.P. D1. Bodelier. PL.E.. 2017. Revisiting life strategy concepts in environmental microbial

ecology. FEMS Microbiol. Ecol. 93, 1-14. https://doi.org/10.1093/femsec/fix006
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Opis wynalazku

Przedmictem wynalazku jest sposob otrzymywania biowegla z biomasy, posiadajacego dobrg
zdolnost pochtaniania metanu z atmosfery, a takZe jego zastosowanie do pochianiania metanu z at-
mosfery.

Biowegiel jest to produkt powstaty w wyniku poddania biomasy procesowi pirolizy, §. procesowi
degradacji pod wphywem wysokiej temperatury, prowadzonego bez dostepu tlenu i opcjonalnie innych
celowo dodawanych reagentow. Znajduje obecnie coraz szersze zastosowanie m.in. w rolnictwie, le-
snictwie i ochronie srodowiska jako dodatek do gleby. Ze wzgledu na duza powierzchnie wiasciwg
i dobre wiasciwosci sorpeyjne biowegiel poprawia whasciwosci fizykochemiczne gleby oraz zwicksza
sekwestracje wegla. Ponadto jest Zrodiem trwale] materii organicznej, ogranicza wyplukiwanie odzyw-
czych soli mineralnych w glgbh profilu glebowego oraz spowolnia migracje wody w profilu glebowym.
7 tego powodu biowegiel mofe pozytywnie wphywat na stabilnosé agregatow glebowych (strukture)
i porowatoat, poprawiajac tym samym stosunki wodno-powietrzne gleby. Jest to istotne nie ko ze
wzagledu na podeimowane proly ograniczenia nawozenia, ale rowniez wobec nasilajacych sie zjawisk
SUSZY.

FPostepujaca degradacja srodowiska oraz nasilajace sie zmiany klimatyczne sprawiaja, £e coraz
intensywnigj poszukuje sie rozwiazan prowadzacych do zatrzymania lub opdzZnienia tych nigkorzystnych
Zjawisk. Szczegolnie istotne jest ograniczenie emisji gazow cieplamianych z rolnictwa, ktore m.in. od-
powiada za okobo 50% globalnej emisji metanu {CH:). Mimo, iz atmosferyczne steZzenie CHe jest sto-
sunkowo niewielkie (1,8 ppm]), to jego potencjal cieplamiany jest ckoto 34 razy wiekszy, niZ dwutlenku
wegla (CO:) (Wu et al., 2019). Dodatkowo niepokoi fakt, Ze poziom CH. w atmosferze systematycznie
rosnie, a w preeciagu ostatnich ok. 200 lat jego steZenie zwiskszyto sie okolo 2,5 razy (Kammann et al.,
2017). Wzbogacanie gleb bioweglem moZe okazac sie skutecznym sposolem na ograniczenie emisji
gazow cieplarianych. |stnieja doniesienia literaturowe Swiadczace o tym, e dodatek biowegla do gleby
ogranicza emisje gazow cieplamianych, takich jak dwutlenek wegla, podtlenek azotu (N0}, czy metan
(Dong et al., 2020; Jeffery et al., 2016; Kammann &t al., 2017; Lentz et al., 2014). Z drugigj strony
jednak, nie brakuje danych wykazujacych, Ze biowegiel nie ma istotnego wphrwu na pochianianie CHa
w glebie, a wrecz mofe przyczyniad sie do zwiskszone] emisji CHs | COz (Fungo et al., 2014; He et al,
2017; Ribas et al., 2019; Zimmerman et al., 2011). Zestawienie wizlu badan na ten temat pokazuje, 2e
wplyw biowegla na emisyjnosé gleb nie jest jednoznaczny | wymaga dalszego poznania (Li et al., 2018).

Pojawity sie rowniez prace naukowe, skupiajace sie na wphywie biowegla na mikrobiom glebowy.
Doniesienia literaturowe wykazujg pozytywne aspekty w tym zakresie. Zwiskszona porowatost gleby
spowodowana dodatkiem biowegla sprawia, Ze w glebie jest wiscej migjsc, w ktorych moga bytowad
mikroorganizmy (tzw. mikrohabitatow). W polaczeniu z poprawa stosunkow wodno-powietrznych,
sprzyja to namnazaniu baterii tlenowych, co z kolei przekiada sie na rosnaca ilosé tzw. hotspotow
w glebie, czyli migjsc o zwiekszonym nagromadzeniu mikroorganizmow glebowych. Mikroorganizmy te
w Znacznym stopniu odpowiadajg za procesy emisji | pochtaniania gazow w glebie (Mufioz et al_, 2017).
W ten sposob zmiana wlasciwosci fizykochemicznych spowodowanych wzbogaceniem gleb bioweglem
posrednio przeklada sie na ich emisyjnosc w zakresie gazdw cieplarnianych.

Badania dotyczace wymiany gazowe] przeprowadzone na glebach mineralnych Mollic Gleysol,
Haplic Podzol, Eutric Cambisol, w2kazuja na ich wysoki potencjat metanotroficzny, tzn. do pochianiania
metanu (Walkiewicz et al., 2012). Generalnie gleby uwaza sie za jedne z najwazniejszych biclogicznych
pochtaniaczy metanu, oo moze byd jeszcze wzmocnione dodatkiem biowegla. Wphvw biowegla thuma-
czony jest zazwyczaj zmianami fizykochemicznymi, jakie zachodza w glebie po aplikacji biowegla.

Dotychezas bardzo niewielu autorow podejmowato badania dotyczace emisjifpochianiania me-
tanu przez same biowegle. Spokas i Reicosky (2009) przebadali 16 réznych biowegli pod katem redukcji
steZenia metanu w powistrzu. W trzech przypadkach potwierdzili to zjawisko. Biowegiel z lusek orze-
chow ziemnych i biowegiel z pedow kukurydzy charakteryzowaly sie identyczng dobowa szybhoscig
utleniania metanu na poziomie 2,6 + 0,6 ng CH: Quosege’! d. Biowegiel, ktdrego material wsadowy
stanowil Biosource™ wykazywal zdolnosc utieniania metanu rzedu 4,1 £ 0,9 ng CHy Qenar® d' (Spokas
and Reicosky, 2009).

W publikacji opisu patentowego US8928932B2 opizano adsorbent w postaci wegla aktywowa-
nego zawierajgcego wiecej niz 50% wagowych wegla pochodzacego = biomasy. Adsorbent ma catko-
wits objetosé porow od 1,5 cm? g! do 2,37 cm? g, pole powierzchni wiasciwej od 2700 m? g do
3421 m* g, wielkosé czastek wynoszaca co najmnigj 149 mikronow, objetost poréw od 1.5 cm® g™ do
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2,00 cm?® g dla pordw o Srednicach mniejszych niz 50 A oraz objetosé pordw od 0.8 cm?® g do
1,13 ecm? g~ dla pordw o Srednicach od 20 A do 50 A. Adsorbent charakteryzuje ponadto grawimetryczna
pojemnoSsé magazynowa metanu wicksza niz 200 g kg w temperaturze 20°C i pod cignieniem 500 psi
{ok. 34500 hPa, czyli pod cisnieniem pond 34 razy wyzszym od atmosferycznego). Opis przedstawia
ponadio proces wytwarzania adsorbentu, ktory obejmuje zweglenie surowca biomasy zawierajacego
wiece] niz 40% wagowych wegla w temperaturze od 350°C do 850°C, z wylworzeniem wegla o po-
wigrzchni wiasciwe] wiskszej niz 900 m? g-! oraz objetosci porow wiekszej niz 1,0 cm? g dia porow,
ktdrych srednice wynosza od 10 A do 50 A. Uzyskany wegiel aktywuje sie w obecnosci substancji alka-
licznej o wartosci pH wiekszej niz 9 w temperaturze od 600°C do 100°C, z wytworzeniem wegla aktyw-
nego o powierzchni whasciwej wickszej niz 1700 m? g, lacznegj objetosci porow wiekszej niz 1,1 em?® g
i takim rozktadem porow, Ze co najmniej 20% objetosci porow zawiera pory o srednicy w zakresie od
20 A do 50 A. Rozwiazanie nie pozwala jednak kazdorazowo uzyskad biowegla posiadajacego bardzo
dobra zdolnost do pochtaniania metanu.

7 chinskiego zgloszenia patentowsgo CH109089809 znany jest sposdb wytwarzania biowegla,
w ktorym jako surowiec stosuje sie sadzonki ziemniakow (sadzeniaki), a po naturalnym ich suszeniu
prowadzi sie pirolize w beztlenowej spalami w temperaturze 400-500°C, nastepnie chiodzi sie wytwo-
rzony produkt i otrzymuje biowegiel. Rozwigzanie przewiduje zastosowanie wegla z sadzeniakow do
tagodzenia stresu zwigzanego z toksycznoscia glinue w kwasnej glebie, jako materatu sprzyjajacemu
wzrostowi, tworzeniu sie brodawek | wehianianiu skiadnikow odZywezych przez fasole bambusows.

Matomiast z chinskiego zgloszenia patentowego CN106747906 znany jest nawdz organiczmy,
zawierajacy m.in. biowegiel, ktory zostat wytworzony w nastepujacych etapach: suszenie sadzonek
ziemniakow (sadzeniakow) na stoncu, do otrzymania zawartosci wody ponizej 20%, a nastepnie ciecie
lubr rozhijanie, umieszczanie ich w piecu do karbonizacji | zweglanie przez 2,5 do 3,5 godzin w tempe-
raturze 420 do 480°C; po zakonczeniu karbonizacii, filtrowanie za pomoca wody, chlodzenie do tempe-
ratury pokojowej i suszenie.

Mig jest znane natomiast zastosowanie biowegla ofrzymanego z sadzeniakow wedlug ww.
CH109089809 oraz CHN1068747306 jako materialu do usuwania metanu z atmosfery.

teciny (fety, todyai, stolony) stanowia material odpadowy po produkcji ziemniakow. 22 wzgledu
na fakt, 2e zawierajg substancje trujgce (zawieraja solaning i inne toksyczne glikoalkaloidy) nie nadajg
sig, tak jak sadzeniaki, nie tylko do spoZycia przez ludzi ale takze do skarmiania zwierzat. Jedyne dwa
sposoby zagospodarowania tecin to spalanie lub pozostawienie na polu i zaoranie. Wykorzystanie ich
jako surowca do produkcji biowegla nie bwio do tej pory stosowane. Publikacje CH 1090895094
i CHN106747906A opizujg produkcje biowegla z bulw ziemniaka, ale biorac pod uwage, Ze: sklad che-
miczny bulw ziemnigczanych oraz ketow sg zupetnie inne, bulwy maja zastosowanie spozywecze albo do
produkcji pasz, oraz ze nie wykazano zdolnosci pochtaniania metanu przez biowegiel powstaty z bulw
ziemniakow, bulwy i ety nalezy uznacé za inny material.

Celem wynalazku jest zatem opracowanie wydajnego sposobu otrzymywania biowegla posiada-
jacego bardzo dobrg zdolnosé do samodzieinego pochtaniania metanu z atmosfery, w warunkach ci-
snienia atmosferyeznego. Celem wynalazku jest ponadto zaproponowanie zastosowania tego biowegla
do usuwania metanu. Cel ten jest realizowany poprzez ofrzymywanie biowegla z biomasy do pochia-
niania metanu, w ktorym biomase suszy sie, nastepnie ogrzewa i poddaje schtodzeniu, a ktdrego istota
jest to, ze biomase roslinng stanowia odpadowe feciny po uprawie Ziemniakow.

Korzystnie, suszenie biomasy jest prowadzone w temperaturze od 20°C do B0°C przez 2 do
24 godzin, ewentualnie po uprzednim rozdrobnieniu materiaku.

Korzystnie, ogrzewanie prowadzi sie w temperaturze od 180°C do 1000°C przez okres 15 do
360 min, przy szybkosci narastania temperatury od 3 do 25°C min.

Korzystnie, proces ogrzewania i schtadzania prowadzony jest w atmosferze gazu chojetnego.

Istota wynalazku jest rowniez zastosowania biowegla ofrzymanego ww. sposobem do usuwania
metanu z atmosfery, przy czym otrzymany biowegiel poddaje sie uwilgotnieniu do wilgotnosci w zakresie
od 50 do 70% pojemnosci wodnej (WHC). 100% pojemnosci wodne] — ang. Water Holding Capacity —
WHC - odpowiada ilosci wody, ktora zostata zatrzymana w osrodku porowatym, tu w bioweglu, po od-
phynieciu tzw. wody grawitacyjnej, tj. tej ilosci wody, ktdra nie jest utrzymywana sitami kapilamymi (Yoo
et al., 2014).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze po uwilgotnieniu do poziomu 60% WHC prob biowegla
7 lecin Ziemniakdw, jego dobowa szybkosé konsumpcji metanu wyniosta ok. 10 500 ng CH: Quossga 0.
Uzyskane wyniki szybkosci pochianiania metanu dla biowegla wyprodukowanego z fecin ziemniakow
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sg zatem nawet kilka tysiecy razy wyzZsze, niz biowegli, o ktorych informacje mozna byio do te] pory
spotkac.

Waznym atutem biowegli powstalych z tecin ziemniakow jest rowniez to, Ze biomasa potrzebna
do ich wytworzenia jest uznawana za odpad w produkcji rolnicze], ktory przerabiajac na biowegiel mozna
wartosciowo spoZythowacd.

Wynalazek zostal szczegdlowo przedstawiony w ponizszym przykladzie realizacji. Jako pordw-
nanie zastosowano tu dwa inne biowegle: z malin oraz ze slonecznika.

Biomasy pozostale po uprawie ziemniakow (w postaci fecin) oraz po uprawie malin (w postaci
acietych cafych rosling powietrznie wysuszono, dosuszono w temperaturze 25°C przez 6 godzin i wy-
tworzono biowegle w procesie pirolizy, przy temperaturze 600°C, w czasie 30 min, przy szybkosci na-
ragtania temperatury ckoto 10°C min w atmosferze azotu. Po czaszie przeznaczonym na pirolize wyta-
czono grzanie, a nadmuch azotem prowadzony byl do momentu ostygniecia pieca | znajdujgcego sie
w nim biowegla. Kolejnym etapem prowadzonych prac bylo wykonanie szeregu analiz fizykochemicz-
nych takich jak: zawartosd rozpuszczalnego wegla organicznego (DOC), stosunek CIN, gestost nasy-
powa, pojemnost wodna (WHC), pH i potencjat oksydoredukcyjny (Eh), prowadzacych do opracowania
charaktenystyki nowo wyprodukowanych biowegli.

Biowegiel z lusek sbonecznika powstal w procesie pirclizy prowadzonym na specjalnie do tego
celu przeznaczongj linii produkcyjnej, w temperaturze 650°C, w czasie 60 min.

Podstawowe charakterystyki biowegli przedstawiono w tabeli 1.

Tab. 1. Podstawowe charakterystyki badanych biowegli.

Wilgoinose

Gestose| Eh C N o DoC Kﬁnil...:!{-pp:htlmhm::::f

el P | [mV] | Pied | Bl | | [mgdm?) | odpowiadiiica WHC

| [ Gy

Cheemy g9 | es | 250 | 4462 | 135 | 3305 | 1000 145 2,67
wicmmiakow

Maliny | 021 | 92 | 323 | 7421 | 090 | 8246 | 1397 EY 2,59

Slonccemik 11,35 g2 =1 1 % 098 T 106G,6 258 1,55

Wazystkie biowegle rozdrobniono, przesiano przez sito o srednicy oczek rownej 2 mm, nawazono
w ilosci po 5 g do oddzielnych szklanych naczyn inkubacyjnych o pojemnosci 120 ml, nastepnie proby
uwilgotniono do dwach wilgotnosci, odpowiadajacych 60% i 100% WHC. Nastepnie szczelnie zamknieto
gumowym korkiem z kapslem. Do tak preygotowanych prob dodano po 1% CHas (viv) i inkubowano je
w ciemnosci w temperaturze 25°C przez 36 dni. W tym czasie prowadzono regulame pomiary skiadu
atmosfery gazowsj w przygotowanych probach za pomoca chromatografu gazowego.

Catkowity ubytek metanu w probkach biowegla z tecin ziemniakow odnotowano juz 25 dnia. MNa-
tomiast, przy uwilgotnieniu wynoszacym 100% WHC, catkowita konsumpcja metanu nastapita po
34 dniach.

Biowegiel z lodyg malin calkowicie pochlongl dodany metan dopiero 32 dnia eksperymentu, na-
tomiast przy uwilgotnieniu wynoszacym 100% WHC, po 36 dniach eksperymentu ubyilo tylko 83 44%.

Biowegiel otrzymany z lusek stonecznika przy wilgotnosci 60% WHC po 36 dniach eksperymentu
zaabsorbowal jedynie 23 3% obecnego metanu. Przy uwilgotnieniu wynoszacym 100% WHC po
36 dniach eksperymentu pochional mnigj niz polowe obecnego metanu.

Przeprowadzony ekspenyment wakazuje na wysokie powinowactwo wytworzonego z kecin ziem-
niakow biowegla do jednego z giownych gazow cieplarnianych, jakim jest metan.
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1169-1179. hitps/idoi.org/10.1016/]_2cilbio. 2011.02.005

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob otrzymywania biowegla z biomasy do pochtaniania metanu, w ktorym biomase suszy
sie, nastepnie ogrzewa i poddaje schiodzeniu, znamienny tym, Ze biomase roslinng stanowig
odpadowe leciny po uprawie ziemniakow.

2. Sposob wedkug zastrz. 1, znamienny tym, Ze suszenie biomasy jest prowadzone w tempera-
turze od 20°C do 80°C przez 2 do 24 godzin, ewentualnie po uprzednim rozdrobnigniu mate-
riaku.

3. Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, Ze ogrzewanie prowadzi sie w temperaturze
od 180°C do 1000°C przez okres 15 do 360 min, przy szybkosci narastania temperatury od 3
do 253°Cimin.

4. Sposob wedlug ktdregokolwisk z poprzednich zastrz., znamienny tym, Z2 proces ogrzewania
i schladzania prowadzony jest w atmosferze gazu obojstnego.

5. Zastosowanie biowegla ofrzymaneqo sposobem okreslonym w zastrz. 1 do 4, do usuwania
metanu z atmosfery, przy czym otrzymany biowegiel poddaje sie uwilgotnieniu do wilgotnosci
w zakresie od 50 do 70% pojemnosci wodnej (WHC).
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9. Oswiadczenia

INSTYTUT

PN T hr

Lublin, 10.02.2023 r.

mgr Adam Kubaczynski

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest moim

wktadem intelektualnym.

P.1: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Brzezinska, M., 2020. New biochars from
raspberry and potato stems absorb more methane than wood offcuts and sunflower husk

biochars. International Agrophysics 34(3), 355-364. https://doi.org/10.31545/intagr/126762

Moéj wkiad w powyzsza prace polegat na:

e wyborze i zebraniu biomasy oraz produkcji czesci sposrod badanych biowegli,
e oznaczeniu parametroéw fizykochemicznych biowegli,

e inkubacji probek i pomiarach chromatograficznych,

e analizie uzyskanych wynikéw,

e statystycznym i graficznym opracowaniu wynikow,

e wspOlprzygotowaniu manuskryptu.
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Lublin, 10.02.2023 r.

dr inz. Anna Walkiewicz

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wktadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

P.1: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Brzezinska, M., 2020. New biochars from
raspberry and potato stems absorb more methane than wood offcuts and sunflower husk
biochars. International Agrophysics 34(3), 355-364. https://doi.org/10.31545/intagr/126762

Moj wktad w powyzsza prace polegal na:

e okresleniu problematyki i zakresu pracy,
e analizie i interpretacji wynikow badan,

¢ nadzorowaniu kolejnych etapéw badan,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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Lublin, 10.02.2023 r.
dr hab. Anna Pytlak
Zak}ad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego .

P.1: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Brzezinska, M., 2020. New biochars from
raspberry and potato stems absorb more methane than wood offcuts and sunflower husk
biochars. International Agrophysics 34(3), 355-364. https://doi.org/10.31545/intagr/126762
Moj wkiad w powyzsza prace polegal na:

e okresleniu problematyki i zakresu pracy,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej
mgra Adama Kubaczynskiego.
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Lublin, 10.02.2023 r.

prof. dr hab. Matgorzata Brzezifiska

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem

intelektualnym mgra Adama Kubaczyriskiego .

P.1: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Brzezinska, M., 2020. New biochars from
raspberry and potato stems absorb more methane than wood offcuts and sunflower husk

biochars. International Agrophysics 34(3), 355-364. https://doi.org/10.31545/intagr/126762
Moj wkiad w powyzsza pracg polegat na:
e okresleniu koncepcji, problematyki i zakresu pracy,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodeg, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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Lublin, 10.02.2023 r.

mgr Adam Kubaczynski

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, Ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest moim

wkiadem intelektualnym.

P.2: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Galazka, A., Brzezifiska, M.,
2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic Luvisol.
Science of the Total Environment 806, 151259. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151259

Moj wkiad w powyzsza prace polegal na:

e pobraniu prébek gleby z poletek doswiadczalnych,

® oznaczeniu parametréw fizykochemicznych probek gleby wzbogaconych bioweglem
ze zrgbkéw drzewnych,

* zaprojektowaniu i przeprowadzeniu doswiadczenia laboratoryjnego,

e inkubacji probek i pomiary chromatograficzne,

e wyizolowaniu DNA glebowego,

e analizie uzyskanych wynikéw,

e statystycznym i graficznym opracowanie wynikow,

e wspotprzygotowaniu manuskryptu.
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Lublin, 10.02.2023 r.

dr inz. Anna Walkiewicz

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$§wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

P.2: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Galazka, A., Brzezinska, M.,
2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic Luvisol.
Science of the Total Environment 806, 151259. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151259

Mo¢j wkiad w powyzsza prace polegal na:

e okresleniu problematyki i zakresu pracy,
e analizie i interpretacji wynikéw badan,

e nadzorowaniu kolejnych etapéw badan,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodeg, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej
mgra Adama Kubaczynskiego.
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dr hab. Anna Pytlak
Zaklad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego .

P.2: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Galazka, A., Brzezinska, M.,
2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic Luvisol.
Science of the Total Environment 806, 151259. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151259
Moj wkiad w powyzsza pracg polegal na:

e koordynacji analiz z wykorzystaniem technik biologii molekularne;j,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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dr Jarostaw Grzadziel

Zaktad Mikrobiologii Rolniczej (NMR)
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa
— Panstwowy Instytut Badawczy

ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego .

P.2: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Galazka, A., Brzezinska, M.,
2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic Luvisol.
Science of the Total Environment 806, 151259. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151259
Moj wkiad w powyzsza prace polegatl na:

e przeprowadzeniu analiz bioinformatycznych,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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dr hab. Anna Gatlgzka, prof. IUNG-PIB
Zaktad Mikrobiologii Rolniczej (NMR)
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa
— Panstwowy Instytut Badawczy

ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wktadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego .

P.2: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Galazka, A., Brzezifiska, M.,
2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic Luvisol.
Science of the Total Environment 806, 151259. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151259
Moéj wkiad w powyzsza prace polegat na:

e koordynacji analiz bioinformatycznych,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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prof. dr hab. Malgorzata Brzeziniska

Zaklad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym os$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego .
P.2: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Galazka, A., Brzezifiska, M.,

2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance in Haplic Luvisol.
Science of the Total Environment 806, 151259. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151259

Moéj wktad w powyzsza prace polegat na:
e okresleniu koncepcji, problematyki i zakresu pracy,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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mgr Adam Kubaczynski

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, Zze W ponizszym osiggnigciu patentowym inicjatywa

podjetych badan jest moim wkladem intelektualnym.

Osiagnigcie patentowe P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Polakowski, C., Pytlak,
A., Brzezinska, M., Bieganowski, A. Sposéb otrzymywania biowegla z biomasy do
pochtaniania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgloszenie patentowe numer P.433435
z 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wylacznego: Pat.237796 / 2021-02-12.

Moj wktad w powyzsze osiggniecie patentowe polegat na:

e opracowaniu biowggla z fodyg ziemniakéw (fetow),

e oznaczeniu wlasciwosci fizykochemicznych biowegla,

o inkubacji probek i pomiarze chromatograficznym umozliwiajgcym okreslenie potencjatu
biowegla do pochtaniania metanu,

e analizie uzyskanych wynikow,

e wspolprzygotowaniu wniosku patentowego.

133



INSTYTUT

P hr
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dr inz. Anna Walkiewicz

Zaklad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, Zze W ponizszym osiggnigciu patentowym inicjatywa

podjetych badan jest wktadem intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Osiagniecie patentowe P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Polakowski, C., Pytlak,
A., Brzezinska, M., Bieganowski, A. Sposéb otrzymywania biowegla z biomasy do
pochtaniania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgloszenie patentowe numer P.433435
z 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wylacznego: Pat.237796 / 2021-02-12.

Mo¢j wklad w powyzsze osiagnigcie patentowe polegat na:
e okresleniu koncepcji i zakresu pracy,

e edycji i recenzji wniosku patentowego.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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dr inz. Cezary Polakowski

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, Zze W ponizszym osiagnigciu patentowym  inicjatywa

podjetych badan jest wktadem intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Osiagniecie patentowe P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Polakowski, C., Pytlak,
A., Brzezinska, M., Bieganowski, A. Sposéb otrzymywania biowggla z biomasy do
pochlaniania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgloszenie patentowe numer P.433435
z 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wylacznego: Pat.237796 / 2021-02-12.

Moj wkiad w powyzsze osiagniecie patentowe polegat na:
e okresleniu koncepcji i zakresu pracy,

e wspotprzygotowaniu wniosku patentowego.

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

G Yl
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mgra Adama Kubaczynskiego.
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dr hab. Anna Pytlak

Zak}ad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze W ponizszym osiggnigciu patentowym inicjatywa

podjetych badan jest wkladem intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Osiagniecie patentowe P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Polakowski, C., Pytlak,
A., Brzezifiska, M., Bieganowski, A. Sposéb otrzymywania biowegla z biomasy do
pochlaniania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgloszenie patentowe numer P.433435
z 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wylacznego: Pat.237796 / 2021-02-12.

Moéj wkiad w powyzsze osiggnigcie patentowe polegat na:
e okresleniu koncepcji i zakresu pracy,

e edycji i recenzji wniosku patentowego.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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INSTYTUT

Lublin, 10.02.2023 r.
prof. dr hab. Malgorzata Brzezinska

Zaklad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszym osiagnigciu patentowym inicjatywa podjetych badan
jest wkiadem intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Osiagniecie patentowe P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Polakowski, C., Pytlak,
A.. Brzezinska, M., Bieganowski, A. Sposoéb otrzymywania biowegla z biomasy do
pochlaniania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgloszenie patentowe numer P.433435
z 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wylgcznego: Pat.237796 / 2021-02-12.

Moj wkiad w powyzsza pracg polegat na:
e okresleniu koncepcji i zakresu pracy,

e edycji i recenzji wniosku patentowego.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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INSTYTUT

P hr

Lublin, 10.02.2023 r.

prof. dr hab. Andrzej Bieganowski

Zak}ad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszym osiagnigciu patentowym inicjatywa

podjetych badan jest wkladem intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Osiagnigcie patentowe P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Polakowski, C., Pytlak,
A., Brzezifiska, M., Bieganowski, A. Sposéb otrzymywania biowegla z biomasy do
pochianiania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego
Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgloszenie patentowe numer P.433435
z 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wylacznego: Pat.237796 / 2021-02-12.

Moéj wkiad w powyzsze osiagnigcie patentowe polegat na:
e okresleniu koncepcji i zakresu pracy,

e wspdiprzygotowaniu wniosku patentowego.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego. 7
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Lublin, 10.02.2023 r.
mgr Adam Kubaczynski

Zaklad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze W ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest moim

wktadem intelektualnym.

Badania uzupeniajace P.3: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J.,

Gatazka, A., Brzezinska, M.. Zastosowanie bogatego w azot biowegla z tusek stonecznika

sprzyja utlenianiu metanu i zwigksza liczebnos¢ Methylobacter w glebie ubogiej w azot.

Angielskojezyczny (oryginalny) tytul manuskryptu: Application of nitrogen-rich sunflower

husks biochar promotes methane oxidation and increases abundance of Methylobacter

in nitrogen-poor soil.

Moj wkiad w powyzsza prace polegal na:

pobraniu probek gleby z poletek doswiadczalnych,

oznaczeniu wiasciwosci fizykochemicznych gleby wzbogaconej szerokim zakresem dawek
biowegla z tusek stonecznika,

inkubacji probek i pomiarach chromatograficznych,

wyizolowaniu DNA glebowego,

analizie uzyskanych wynikow,

statystycznym i graficznym opracowanie wynikow,

wspolprzygotowaniu manuskryptu.
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INSTYTUT

P s : hr

Lublin, 10.02.2023 r.

dr inz. Anna Walkiewicz

Zak}ad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wktadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Badania uzupehiajace P.3: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J.,

Galgzka, A., Brzeziniska, M.. Zastosowanie bogatego w azot biowegla z tusek slonecznika

sprzyja utlenianiu metanu i zwigksza liczebnos¢ Methylobacter w glebie ubogiej w azot.

Angielskojezyczny (oryginalny) tytul manuskryptu: Application of nitrogen-rich sunflower

husks biochar promotes methane oxidation and increases abundance of Methylobacter

in nitrogen-poor soil.

Moj wkiad w powyzsza prace polegat na:

okresleniu problematyki i zakresu pracy,
analizie i interpretacji wynikoéw badan,
nadzorowaniu kolejnych etapéw badan,

edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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PO Al he

Lublin, 10.02.2023 r.

dr hab. Anna Pytlak

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkladem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Badania uzupelniajgce P.3: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J.,
Galazka, A., Brzezinska, M.. Zastosowanie bogatego w azot biowegla z tusek stonecznika
sprzyja utlenianiu metanu i zwieksza liczebnosé Methylobacter w glebie ubogiej w azot.

Angielskojezyczny (oryginalny) tytul manuskryptu: Application of nitrogen-rich sunflower
husks biochar promotes methane oxidation and increases abundance of Methylobacter

in nitrogen-poor soil.
Modj wkiad w powyzsza prace polegal na:
e koordynacji analiz z wykorzystaniem technik biologii molekularne;,

e edycji i recenzji manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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INSTYTUT

P TR ] hf

Lublin, 10.02.2023 r.

dr Jarostaw Grzadziel

Zaktad Mikrobiologii Rolniczej (NMR)
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa
— Panstwowy Instytut Badawczy

ul. Czartoryskich 8, 24-100 Pulawy

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Badania uzupelniajace P.3: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J.,
Galgzka, A., Brzeziniska, M.. Zastosowanie bogatego w azot biowegla z tusek stonecznika
sprzyja utlenianiu metanu i zwieksza liczebnos¢ Methylobacter w glebie ubogiej w azot.

Angielskojezyczny (oryginalny) tytul manuskryptu: Application of nitrogen-rich sunflower
husks biochar promotes methane oxidation and increases abundance of Methylobacter

in nitrogen-poor soil.
Moéj wkiad w powyzsza prace polegatl na:
e przeprowadzeniu analiz bioinformatycznych,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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INSTYTUT

Pga—nasy hr

Lublin, 10.02.2023 r.

dr hab. Anna Galazka, prof. [IUNG-PIB
Zaktad Mikrobiologii Rolniczej (NMR)
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa
— Panstwowy Instytut Badawczy

ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy

Oswiadczenie

Niniejszym oswiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Badania uzupelniajgce P.3: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J.,
Galgzka, A., Brzezinska, M.. Zastosowanie bogatego w azot biowegla z tusek stonecznika
sprzyja utlenianiu metanu i zwigksza liczebnosé Methylobacter w glebie ubogiej w azot.

Angielskojezyczny (oryginalny) tytul manuskryptu: Application of nitrogen-rich sunflower
husks biochar promotes methane oxidation and increases abundance of Methylobacter

in nitrogen-poor soil.
Moéj wkiad w powyzsza prace polegal na:
e koordynacji analiz bioinformatycznych,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednocze$nie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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INSTYTUT

PN P L3

Lublin, 10.02.2023 r.

prof. dr hab. Matgorzata Brzeziniska

Zaktad Biogeochemii Srodowiska Przyrodniczego
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszej pracy inicjatywa podjetych badan jest wkiadem

intelektualnym mgra Adama Kubaczynskiego.

Badania uzupelniajgce P.3: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J.,
Galazka, A., Brzezinska, M.. Zastosowanie bogatego w azot biowegla z tusek stonecznika
sprzyja utlenianiu metanu i zwigksza liczebno$¢ Methylobacter w glebie ubogiej w azot.

Angielskojezyczny (oryginalny) tytul manuskryptu: Application of nitrogen-rich sunflower
husks biochar promotes methane oxidation and increases abundance of Methylobacter

in nitrogen-poor soil.

Moj wkiad w powyzsze osiagniecie patentowe polegat na:
e okresleniu koncepcji, problematyki i zakresu pracy,

e edycji i recenzji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby praca zostala wykorzystana w rozprawie doktorskiej

mgra Adama Kubaczynskiego.
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10. Aneks - zyciorys naukowy

DANE PERSONALNE:

Imi¢ i nazwisko: Adam Kubaczynski

WYKSZTAYCENIE:

09.2008 - 04.2011 I Liceum Ogoélnoksztalcace w Radzyniu Podlaskim
wyksztalcenie: Srednie

09.2011 - 06.2013 Zespol Szkol Rolniczych w Woli Osowinskiej
wyksztatcenie: technik rolnik

10.2011 - 06.2014 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawla I1

wyksztalcenie: licencjat ochrony Srodowiska

Tytut pracy licencjackiej: Wptyw nachylenia stoku na aktywno$¢ metaboliczng wybranej gleby
organicznej

10.2014 - 06.2016 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawla 11

wyksztatcenie: magister biotechnologii

Tytul pracy magisterskiej: Akumulacja PHB w konsorcjach bakterii metanotroficznych
wyizolowanych z otoczenia poktadow wegla i soli

10.2017 - 30.09.2022 Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
studia doktoranckie z dziedziny nauk rolniczych, dyscyplina rolnictwo i ogrodnictwo

10.2020 - 06.2021 Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
studia podyplomowe na kierunku Diagnostyka molekularna

DOROBEK NAUKOWY:
e 9 publikacji naukowych,

e 2 rozdzialy w monografii,
e 1 (uzyskany) patent
e 37 komunikatéow zjazdowych na konferencjach ogolnopolskich (21 komunikatow)

i miedzynarodowych (16 komunikatow)
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Publikacje naukowe:

1.

Szafranek-Nakonieczna A., Zheng Y., Stowakiewicz M., Pytlak A., Polakowski C.,
Kubaczynski A., Bieganowski A., Banach A., Wolinska A., Stepniewska Z., 2018.
Methanogenic potential of lignites in Poland. International Journal of Coal Geology
196, 201-210. Punktacja MNiSW: 40 pkt.; IF 5,33.

Kubaczynski A., Pytlak A., Stepniewska Z. 2019. Poly-3-hydroxybutyrate
as an example of a biopolymer produced by methanotrophic bacteria. Postepy
Mikrobiologii 58(3), 329-338. Punktacja MNiSW: 20 pkt.; IF 0,263.
Szafranek-Nakonieczna A., Pytlak A., Grzadziel J., Kubaczynski A., Banach A.,
Gorski A., Goraj W., Kuzniar A., Galazka A., Stepniewska Z. 2019. Changes
in the Substrate Source Reveal Novel Interactions in the Sediment-Derived
Methanogenic Microbial Community. International Journal of Molecular Sciences 20,
4415. Punktacja MNiSW: 140 pkt.; IF 4,556.

Pytlak A., Kasprzycka A., Szafranek-Nakonieczna A., Grzadziel J., Kubaczynski A.,
Proc K., Onopiuk P., Walkiewicz A., Polakowski C., Gatazka A., Lalak-Kanczugowska
J., Stepniewska Z., Bieganowski A. 2020. Biochar addition reinforces microbial
interspecies cooperation in methanation of sugar beet waste (pulp). Science of the Total
Environment 730, 138921. Punktacja MNiSW: 200 pkt.; IF 7,963.

Walkiewicz A., Kalinichenko K., Kubaczynski A., Brzezinska M., Bieganowski A.
2020. Usage of biochar for mitigation of CO. emission and enhancement of CHs
consumption in forest and orchard Haplic Luvisol (Siltic) soils. Applied Soil Ecology
156, 103711. Punktacja MNiSW: 140 pkt.; IF 4,046.

Pytlak A., Szafranek-Nakonieczna A., Sujak A., Grzadziel J., Polakowski C., KuZniar
A., Proc K., Kubaczynski A., Goraj W., Gatazka A., Gruszecki W., Bieganowski A.,
Stepniewska Z. 2020. Stimulation of methanogenesis in bituminous coal from the upper
Silesian coal basin. International Journal of Coal Geology 231, 1036009.
Punktacja MNiSW: 140 pkt.; IF 6,806.

Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Brzezinska, M., 2020. New biochars
from raspberry and potato stems absorb more methane than wood offcuts
and sunflower husk biochars. International Agrophysics 34(3), 355-364.
Punktacja MNiSW: 70 pkt.; IF 2,317.
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8. Kubaczynski, A., Walkiewicz, A., Pytlak, A., Grzadziel, J., Gatazka, A., Brzezinska,

M., 2022. Biochar dose determines methane uptake and methanotroph abundance
in Haplic Luvisol. Science of the Total Environment 806, 151259.
Punktacja MEIN: 200 pkt.; IF 7,963.

Tomczyk A., Kubaczynski A., Szewczuk-Karpisz K. 2023. Assessment of agricultural
waste biochars for remediation of degraded water-soil environment: Dissolved organic
carbon release and immobilization of impurities in one- or two-adsorbate systems.
Waste Management 155, 87-98. Punktacja MEIN: 200 pkt.; IF 8,816.

Rozdzialy w monografii:

1. Kubaczynski A., Walkiewicz A., Brzezinska M. 2020. Okreslenie wptywu dodatku

biowegla na respiracje gleby ptowej z zastosowaniem chromatografii gazowej. Nauka
i przemyst - lubelskie spotkania studenckie. D. Kotodynska (red.). Wydawnictwo
UMCS. Lublin 2020. ISBN 978-83-227-9370-1. Punktacja MNiSW: 20 pkt; IF -.

Tomczyk A., Szewczuk-Karpisz Katarzyna, Kubaczynski A., Kondracki B. 2022.
Biowegiel z fetow ziemniaka jako wysoce efektywny adsorbent tetracykliny
I karboksyny w ich mieszanym uktadzie. Nauka i przemyst - metody spektroskopowe
w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci. Z. Hubicki (red.). Wydawnictwo UMCS

Lublin 2022. ISBN 978-83-227-9602-3, str. 395-398. Punktacja MEIN: 20 pkt; IF -.

Osiagniecie patentowe:

1.

P.433435: Kubaczynski, A., Walkiewicz, A, Polakowski, C.,
Pytlak, A., Brzezifiska, M., Bieganowski, A. Sposob otrzymywania biowggla z biomasy
do pochfaniania metanu oraz jego zastosowanie. Instytut Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk. Lublin, Polska. Zgtoszenie patentowe numer
P.433435 z 02.04.2020. Numer i data uzyskania prawa wylacznego: Pat.237796 /
2021-02-12.

Wyroéznione doniesienia konferencyjne:

1. Kubaczynski A., Walkiewicz A., Pytlak A., Grzadziel J., Gatazka A., Brzezinska M.:

Wplyw biowegla na utlenianie metanu 1 struktur¢ spotecznosci bakterii
metanotroficznych w glebie. 54. Konferencja Mikrobiologiczna ,,Mikroorganizmy

Roznych Srodowisk”. Lublin 20-21.09.2021.
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UDZIAL W REALIZACJI PROJEKTOW BADAWCZYCH:
1. 12.2016 - 03.2018: Projekt OPUS ,Naturalna 1 stymulowana aktywno$¢

metanogeniczna polskich wegli kopalnych”, sfinansowany ze srodkow Narodowego
Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji numer
DEC-2015/17/B/NZ9/01662. Kierownik projektu: prof. dr hab. Zofia Stepniewska.

2. 03.2018 - 10.2021: Projekt BIOSTRATEG ,,Woda w glebie - monitoring satelitarny
w poprawie retencji wodnej przy uzyciu biowegla”
(BIOSTRATEG3/345940/7/NCBR/2017) o akronimie SoilAgChar, finansowanego
przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach strategicznego programu
badawczo-rozwojowego "Srodowisko, rolnictwo i lesnictwo". Kierownik projektu:
prof. dr hab. Bogustaw Usowicz.

3. 04.2022 - obecnie: Projekt ERA-NET 2021, Joint Call on Circularity ,,Powrdt do
przysztosci: Reintegracja gruntdw i hodowli zwierzat dla ograniczenia emisji gazow
cieplarnianych i cyrkularnos$ci” (ReLive), finansowany przez Narodowe Centrum

Badan i Rozwoju. Kierownik projektu: dr inz. Anna Walkiewicz.

STYPENDIA
1. 2018/2019; 2019/2020 - Wpyrdznienie w postaci stypendium dla najlepszych
doktorantow IA PAN

2. 2019/2020; 2021/2022 - Laureat stypendium Prezydenta Miasta Lublin w ramach

Miejskiego programu stypendialnego dla studentow 1 doktorantow

DZIALANIA NA RZECZ POPULARYZACJI NAUKI

e Festiwale i Pikniki naukowe - 10

e Wolontariat -1

Festiwale i Pikniki naukowe:
1. Wnuk E., Piotr B., Kubaczynski A. Prezentacja pt. Nie wszystko zloto co si¢ $wieci.
XV Lubelski Festiwal Nauki. Lublin 20.09.2018.
2. Kubaczynski A., Krekora M. Przygotowanie projektu pt. Znikajgcy atrament - dyfuzja
w osrodkach o roznej temperaturze ukazana za pomoca barwnikéw atramentowych.

XXII Festiwal Nauki w Jablonnie. Jablonna 22.09.2018.
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3. Kubaczynski A., Ruminska W. Krekora M. Realizacja projektu pt. Wyscig
barwnikéw - chromatograficzny rozdzial mieszanin. XVI Lubelski Festiwal Nauki.
Lublin 14-20.09.2019.

4. Ruminska W. Krekora M., Kubaczynski A., Wspotorganizacja projektu
pt. Czy wszystkie plyny dobrze si¢ ze soba mieszaja? Wtasciwosci barwnikow
spozywczych. XXIII Festiwal Nauki w Jablonnie. Jabtonna, 21.09.2019.

5. Kubaczynski A., Krekora M., Proc K., Lukowski M. Przygotowanie prezentacji
pt. Sledzac oddech gleby. 24. Piknik Naukowy Polskiego Radia i Centrum Nauki
Kopernik ,,Klimat i my”. Warszawa 08-15.05.2021.

6. Kubaczynski A., Krekora M., Berus W., Klosok K. Przygotowanie projektu pt. Swiat
peten barw - reakcje barwne i chromatograficzny rozdziat mieszanin. XVII Lubelski
Festiwal Nauki. Lublin, 18-24.09.2021.

7. Kubaczynski A., Krekora M. Wspdtorganizacja pokazu naukowego pt. W $wiecie
petlnym barw - chromatograficzny rozdzial mieszanin i reakcje barwne. Festiwal Nauki
w Jablonnie ,,Nauka z patacem w tle”. Jabtonna, 25.09.2021.

8. Kubaczynski A., Krekora M., Ktosok K., Berus W., Polakowski C. Realizacja pokazu
pt. Dwa oblicza wody w glebie - kiedy zyciodajna substancja zmienia si¢
w niszczycielska site? 25 Piknik Naukowy Polskiego Radia i Centrum Nauki Kopernik
,Woda”. Warszawa 21.05.2022.

9. Kubaczynski A., Berus W., Kurzylewska M., Walkiewicz A. Prezentacja pt. Oblicza
wody w glebie - kiedy woda przestaje by¢ wybawieniem, a staje si¢ zagrozeniem?”.
XVIII Lubelski Festiwal Nauki ,,Ogrody Nauki”. Lublin 10-16.09.2022.

10. Kubaczynski A., Krekora M. Pokaz naukowy pt. Co mozemy wyczyta¢ z barw
gleby - badanie wtasciwosci gleby i procesow w niej zachodzacych. Festiwal Nauki

w Jabtonnie ,,Nauka z patacem w tle”. Jabtonna 24.09.2022.
Wolontariat:

1. 2019-2021 - Pelnienie roli Ambasadora Fundacji Tygiel, zwigzane z pomoca

w realizacji wydarzen naukowych.
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