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1. Uvod a cile prace

vvvvvv

denitrifikace, kterd méa vysadni pozici v interakci plida — atmosféra, protoze jako jedina
umoziuje zpétny navrat plynného molekularniho dusiku do atmosféry, odkud je odcerpavan
biologickou 1 fyzikalné-chemickou a primyslovou fixaci. Obecné se jedna o disimilacni
proces, kdy jsou organické latky rozkladany na latky anorganické a nitrat (nebo nitrit) je
vyuzivan jako termindlni akceptor elektronii misto molekularniho kysliku. Pro pribéh
respiraéni denitrifikace je tedy nezbytné anaerobni prostfedi. Takovych je v pudé velmi
mnoho, vyskytuji se v pudnich agregidtech nebo v rtiznych jinych mikroprostiedich.

Chemicky je denitrifikace redukce nejoxidovangj$i formy dusiku, kdy nitratové a nitritové
anionty, které jsou snadno pfistupné pro mikroorganismy, jsou preménény na oxidy, které
mohou byt jak meziprodukty, tak i finalnimi produkty a reakce jako takova konci u plynného
dusiku unikajiciho do atmosféry, ktery je jeji béznou soucasti.

Molekularni dusik neptfedstavuje pro organismy zadné nebezpeci, ba naopak je nezbytné
nutny pro sinice a bakterie fixujici dusik, které jsou na ném zévislé. Jinak je tomu vSak u
oxidu dusného (N,O), ktery je sice ve stopovych mnozstvich béznou soucasti atmosféry, ale
jeho koncentrace se stale zvySuje. Oxid dusny je povazovan za jeden z velmi uc¢innych
sklenikovych plynli a spolecné s oxidem dusicitym se podili na naruSovani stratosferické
ozonové vrstvy chranici Zivot pfed nebezpeCnymi ultrafialovymi paprsky, déle se podili na
vzniku fotochemického smogu suzujicimu velkd meésta, na kyselych depozicich a na
sklenikovém efektu (viz kapitola 2.5). Koncentrace oxidu dusného v atmosféfe se pohybuje
okolo 310 ppbv a roc¢ni pfirtistek je odhadovan na 0,6 — 0,9 ppbv za rok (Mosier, 1996)
Odhaduje se, Ze zvySeni koncentrace N,O na dvojndsobek by vedlo k poklesu mnoZstvi
stratosferického ozonu o 11 az 16% (http://bezjedu.arnika.org).

Nejvétsimi zdroji oxidu dusného jsou zemédélska Cinnost a pudy vibec, primyslova
vyroba organickych a anorganickych kyselin a v mensi mife 1 doprava leteckd a pozemni.

S neustalym zvySovanim néarokl na zemédélskou vyrobu a na jeji zefektivnéni jsou do
pudy pfidavana hnojiva anorganického i organického pivodu a v riznych formach pro
zvySeni produkce biomasy hospodaiskych plodin. S poptavkou po stale vyssi produkei roste
poptavka po latkach, které pomahaji lepsi vyzivé plodin a které jsou do pidy dodavéany ve
stale vétsim mnozstvi. V CR bylo napt. za hospodaisky rok 2004/2005 aplikovano 279 818 t
mineralnich hnojiv, z toho 73,8% hnojiv dusikatych (Anonym, 2006). Vstup hnojiv do pady



je veliky, ale jen malé Cast z n€j je opravdu zabudovavéana do biomasy. Podstatna ¢ast zivin a
zejména dusiku se v pidé nevyuzije a ve form& plynii nebo rozpusténych latek se z pludy
uvolnuje - emituje do ovzdusi a vyplavuje se do vod. Denitrifikaci je vtomto piipadé
prisuzovan velky podil na ztratach dusiku dodéavaného do zemédélskych pud (az 80%), tudiz
je povazovana za nezadouci proces v pudach. Pfi biotransformaci hnojiv ze zemédé€lsky
obhospodatovanych pid se do atmosféry dostane rocn€ az 2,2 Gg N-N,O (Hénault et
Germon, 1995). Rizné mnoZzstvi hnojiv dodavanych do plidy méni vlastnosti pidy a ma vliv
na pudni mikrobidlni spolecenstvo, tudiZ i na mnozstvi plyn emitujicich do atmosféry. Ze
zjednoduSeného porovnani velikosti plynnych ztrat N a vstupti N ve formé hnojiv vyplyva, ze
se zvysujicimi se vstupy vzrustd denitrifikace. Rizné studie ale také ukdzaly, Ze druh i zplisob
hnojeni ma vliv na emise plynti do atmosféry a ztrdty N denitrifikaci nejsou nutné vzdy vétsi
pfi intenzivnéjSim hnojeni.

Zjistovani skuteénych hodnot emisi plyni do atmosféry je nesmirné€ ztizeno mnoha
faktory znichz nejdulezitéjsi je velka heterogenita pudy jako takové, kdy mista s vétSimi
emisemi jsou nepravideln€¢ rozmisténa v pudnim profilu, dile pak sezonalita, zmény
v prostfedi a v neposledni fadé i zplsob vyuzivani pidy. Krom¢ emisi plyn lze ovSem
kvantifikovat i procesy, kterymi plyny v ptidé vznikaji. Pfedlozena prace spocivala v métfeni
denitrifikacni aktivity vzorkd pid odebranych z polniho experimentu, v némz se sleduji

ucinky dlouhodobého vstupu zivin ve form¢ hnojiv do pidy.



Cile predlozené bakalarské prace byly:

1. Naucit se pracovat v mikrobiologické a chemické laboratofi, zpracovat stru¢nou resersi
zvolené problematiky, zvladnout vybrané metody pouZzivané pii studiu denitrifikace a naucit
se vyhodnocovat ziskané vysledky pomoci standardnich postupt.

2. V laboratornich podminkach zjistit a porovnat u rizné¢ hnojenych pud aktivitu
denitrifika¢nich enzymu (tzv. DEA, tj. denitrifying enzyme activity).

3. V laboratornich podminkach zjistit a porovnat u rizné¢ hnojenych pid potencialni
denitrifikaci (tzv. DP, tj. denitrification potential) a respiraci (produkci CO5).

4. Stanovit vliv cilené zménéného pH pudy na aktivitu denitrifikaénich enzymi a pomér dvou
hlavnich produkti denitrifikace (N, a N,O).

5. Potvrdit hypotézu, ze se zvySujicim se vstupem zivin do pidy ve form¢ hnojeni se zvySuje

denitrifikacni aktivita a produkce plynnych dusikatych metabolita.



2. Literarni prehled

2.1. Proces denitrifikace

Pro pojem denitrifikace neexistuje jednoznacna definice (Bremner, 1997). Obecné ji lze
povazovat za disimilaéni redukci nitrati a nitritli na oxidy dusiku a molekularni dusik ¢innosti
mikroorganismu. Jedna se o respiracni bakteridlni redukci oxidovanych forem dusiku az na
volny molekularni dusik. Obecné schéma této reakce je:

NO3_ — NO2_ — NO — N2O — N2

Oxid dusny je nedilnym meziproduktem. Pfi denitrifikaci je uvoliiovan ve stopovém
mnozstvi také NO a nebo je dale redukovan na N,O a N,. Tento proces probiha jen za
nepftistupu O; nebo pii velmi nizké koncentraci O,, protoze jako konecné akceptory elektront
slouzi nitrity a nitraty misto O,. Preddvanim elektronli nitratdm a nitrithm ziskavaji
mikroorganismy energii ve form¢ ATP, pomoci které mohou vytvaret novou biomasu a
udrzovat si biomasu stavajici. Denitrifikatofi ziskavaji  elektrony umoziujici redukci
oxidovanych dusikatych forem rozkladem raznych organickych sloucenin, mezi které patii
zejména glukoza, dalsi sacharidy, alkoholy, aceton a nékteré polutanty, ze kterych
mikroorganismy ziskavaji uhlik, ktery zabudovévaji do své biomasy. Jde tedy o reakci
disimilacni.

Denitrifikacni enzymy se nachdzeji v periplazmé a v cytoplazmatické ¢asti ptichycené na
bunécnou membranu. Z vngjsiho prostiedi se z vodniho roztoku dostane ptes periplazmu do
cytoplazmy NOj;, ktery je nitratreduktdzou pfeménén na nitrit. Nitrit se dostavd do
periplazmy, kde je nitritreduktazou preménén na N,O a NO. Vzniklé oxidy unikaji do
prostiedi (a posléze do atmosféry) nebo jsou dale preménény reduktdzou oxidu dusnatého na
plynny dusik.

Piidni mikroorganismy majici schopnost redukovat oxidy dusiku za hypoxickych
podminek jsou bakterie, které ziskavaji energii ze svétla (fototrofni) nebo z chemickych latek
(chemotrofni), reduk¢éni ekvivalent je bud’ latka organicka (organotrofni) nebo anorganicka
(lithotrofni) a zdrojem uhliku je latka organicka (heterotrofni) nebo oxid uhli¢ity (autotrofni).
Nejvétsi podil denitrifikatorii patii do skupiny chemoorganoheterotrofnich bakterii z roda
Pseudomonas a Alcaligenes. Kromé vyse jmenovanych maji schopnost denitrifikace néktefi
fixatoti molekularniho dusiku, piedev§im z cCeledi Azotobacteraceae a Rhizobiaceae.

Schopnost provadét denitrifikaci byla zaznamenana i u fermentujicich bakterii rodu Bacillus,



u nékterych druhtt skupiny Archea, u né&kterych bezbarvych sirnych bakterii rodu
Thilobacillus a u dalsich taxonomickych skupin. Bylo zjisténo, ze schopnost denitrifikace ma
asi 30 rodi mikroorganismi (Simek, 2004)

Vedle respiracni denitrifikace existuje jesté nerespiracni denitrifikace, kdy jsou nitraty a
nitrity redukovany na N;O, ktera probihd v aerobnich podminkach. Jeji vyznam pro
organismy je nejasny.

Denitrifikace ve vodé je povazovéna za proces zadouci, pii kterém se snizuje koncentrace
nitratd. Jinak je tomu v pad¢, kde je skodlivym procesem z diivodu produkce N,O, ktery
prispiva k procesim uvedenych v kapitole 2.5, i z divodu spotfeby mineralnich forem N v

pude a ztrat N z pudy, coz vyvolava dalsi potiebu dodani zivin do ptdy ve formé hnojiv.

2.2. Dalsi procesy, pfi kterych se uvolituje N,O

Nitrifikace

Pfi nitrifikaci dochazi ke transformaci relativné nepohyblivé amoniakalni formy dusiku
(NH;") na formu velmi pohyblivou, a to NOs". Dochazi ke spotiebé molekularniho kysliku a
k uvoliiovani iontdt H', které okyseluji vn&jsi prostiedi. Jedna se o proces mikrobialni, kterého
se ucastni pfevazné organismy autotrofni, presnéji chemolithoautotrofni taxonomicky pattici
do celedi Nitrobacteraceae. Byly vsak objeveny a popsany i druhy heterotrofni schopné
nitrifikace, taxonomicky patiici do aktinomycet, mikromycet i bakterii. Ugel a funkce tohoto
procesu neni uplné objasnén a navic je jeho rychlost oproti autotrofni nitrifikaci velmi nizka.

Prvni krok je oxidace amonia na nitrit vedouci pies meziprodukt hydroxylamin, a to
enzymem amoniummonooxidazou nachdzejicim se v periplazmé. Pii této reakci dochazi
k uvolnéni ¢asti N ve formé N,O a NO. Nitrity jsou dale oxidovdny na nitraty cinnosti

enzymu nitritoxidoreduktéaza; tento proces probiha v bunééné membrang:

NH; — NH,0H — (NOH) — NO, — NO5

l
NO, N0



Nitrifikace neni energeticky pfiliS vyhodna a ptirtstek biomasy je maly. Nitrifikace byva
inhibovdna za ucelem sniZeni koncentrace produkovanych nitratii a za icelem zmenSeni ztrat
N a sniZeni jejich koncentrace v rostlinach. Chemicka inhibice nitrifikace se provadi napf.

nitrapyrinem, thiomocovinou nebo jinymi latkami.

Respirace nitrati
Probiha za anaerobnich podminek a provadéji ji napt. nekteré bakterie rodu Klebsiella.
Jeji hlavni ucel je zisk energie. Pfi tomto procesu je rovnéz uvoliovano stopové mnozstvi

N>O.

Fixace molekuliarniho dusiku

Biologicka fixace dusiku patii k jednomu z nejdulezitéjSich biologickych procesi viibec.
Jde o proces redukce plynného dusiku za vzniku amoniaku, ktery je fyziologicky dostupny
pro pidni mikroorganismy:

N2 + 3H2 — 2NH3

Fixatoii molekularniho N; jsou vyluéné prokaryotickymi organismy, taxonomicky patii do
sinic a bakterii. VSechny mikroorganismy fixujici dusik maji velmi podobny aparat, jehoz
centralni sloZkou je enzym nitrogenaza, ktera je velmi citliva na pfitomnost O,. Proces fixace
molekularniho dusiku je energeticky velmi naro¢ny z divodu pfitomnosti velmi pevné trojné
vazby mezi atomy dusiku. Pfi tomto procesu je také uvoliiovan N,O, vétSinou v malych
mnozstvich.

Fyziologicky piredstavuji fixatofi N, rozlicné organismy: aerobni, anaerobni, autotrofni i
heterotrofni. Ne&kteti fixatofi ziji v symbioze s nékterymi druhy rostlin vyznamnymi z
hlediska zemédélské produkce, patficimi do cCeledi Fabaceae (leguminozy).
V agroekosystémech je tento proces velmi Zadany a fadi se k vyznamnym zdrojim N,. Pro
zvySeni fixace dusiku jsou do zemédé€lskych pid ptidavana bakteridlni hnojiva oznacend pod
komerénimi nazvy Rhizobin, Azobakterin, aj. (podle nazvu bakterii patficich do celedi

Rhizobiaceae a Azotobacteraceae).



Disimila¢ni redukce nitratii na amonium

Pfi tomto procesu jsou nitraty redukovany na nitrity a amonium. Reakce probiha
v anaerobnim prostfedi bohatém na organické latky za ucelem zisku energie. Vzniklé
amonium se hromadi v pid¢ a vede k zadrzovani anorganickych forem N a k omezeni tvorby
plynnych metabolit, které se pii reakci uvoliiuji pouze ve stopovém mnozstvi. Provadéji ji

obligatn¢ ¢i fakultativné anaerobni organismy pattici do rodu Clostridium, Desulfovibrio a;.

Asimila¢ni redukce nitrati na amonium

Tato reakce probiha v cytoplazmé mikroorganismi pifi nizké koncentraci NH4 za
aerobniho a anaerobniho prostfedi. Jde o enzymaticky proces, ktery nevede k ziskani energie.
Ziskané amonium je vyuzito k biosyntéze riznych organickych latek. Pfi tomto procesu je

rovnéz uvolnovano stopové mnozstvi N,O. Obecné schéma této reakce vypada takto:

NO3;"— NO; — NOH — NH,0H — NHy— glutamin

l l
NO, N,O

Mineralizace
Mineralizace je rozklad slozitych organickych latek pro organismy nepfistupnych na latky
piistupné; nejéastéjsi formou dusiku uvolnénou mineralizaci je NH4 . Soudasné se uvoliiuje

malé mnozstvi N,O do atmosféry.

Chemodenitrifikace

Chemodenitrifikaci se souhrnné oznacuji procesy, pii kterych je nitrit chemicky rozkladan
v neutrdlnich a kyselych pidach za vzniku plynnych sloucenin tékajicich do atmosféry.
Hlavni vliv na chemodenitrifikaci ma plidni reakce a obsah organické hmoty v pudé. V
kyselych ptidach probihda chemicky rozklad HNO; za vzniku NO, ktery unikd do atmosféry,
kde se formuje na HNOs, ¢imz ptispiva k okyselovani dest.

3 HNO; — HNOs; + H,O +2 NO

Nitrity reaguji s NH;", mocovinou, puriny, pyrimidiny, methylaminy za vzniku Ny:

HNO, + NH4 — N, + H,0

10



Dalsim pfikladem chemodenitrifikace je tzv. Van Slykeova reakce probihajici ve zmrzlych

pudach.

Mezi dalSimi nebiologickymi zdroji plynnych slouc¢enin N je vyznamnéj$i chemicky

rozklad hydroxylaminu a reakce nitritu s hydroxylaminem (Bremner, 1997)

2.3. Faktory ovliviiujici denitrifikaci:

Obsah vody v padé

Denitrifikace probiha jen v anoxickych podminkach; bylo zjisténo, Ze pro denitrifikaci v
pudé je nutny obsah vody ptes 60—70%. Pfi obsahu vody 80-100% byl v prvnich dvou dnech
inkubace jedinym plynem unikajicim zpidy N,O, zatimco pozdé&ji vzriistal podil No.

(Nommik, 1956).

Aeracni status
Pti striktné anaerobnich podminkach je hlavnim produktem denitrifikace plynny dusik a
s piibyvajicim obsahem O, tento pomér klesa. Podle Bradyho a Weila (Brady et Weil, 1999)

denitrifikace probiha az do 10% zaplnéni ptidnich pért vzduchem.

Pudni reakce

Optimalni pH pro denitrifikaci se nachazi v rozmezi 6,0 - 8,0. Nommik (1956) uvadi jako
optimum pH 6,8 - 8,8. Denitrifikace byva siln¢ inhibovéna pii pH pod 5. Pii nizkych
hodnotach (3 - 4) je hlavnim produktem denitrifikace N,O, se stoupajici hodnotou plidni

reakce se zvysuje zastoupeni N, a pti pH okolo 8,0 je hlavnim produktem Nj.

Koncentrace nitrati

Hlavni zdroje nitratl jsou z procesu nitrifikace (viz kapitola 2.2) a z hnojeni. Nitratova
forma dusiku je velmi aktivni, mize se rozpusténa pohybovat mezi anaerobnim a aerobnim
prostiedim, takze nitrifikace a denitrifikace mtze probihat v ptid¢ soucasné. Pii vysokych

koncentracich NOs™ je hlavnim produktem denitrifikace N,O a N, se za¢ina uvoliiovat az po

11



tom, kdy je vétSina nitrath spotfebovana. Dostupnost nitratti zavisi na padni vlhkosti, ktera

umoznuje jejich lepsi difuzi do okoli denitrifikatort a rostlin.

Teplota

Denitrifikace probiha za podobného rozmezi teplot jako vétSina biologickych procesu.
Dolni hranice, pii které byla denitrifikace zaznamenana, byla +3°C a horni hranice byla
kolem +75 °C. V niZ8ich teplotach byla denitrifikace céaste¢né inhibovadna a hlavnim
produktem byl N,O. Se zvySujici se teplotou pomér N,O/ N, klesa. Podle Nommika
(Nommik, 1956) se teplotni optimum nachazi az do 65 °C. Pii teploté vice nez 50 °C se zac¢ina
ve veét§im métitku projevovat dekompozice NO. V ptirod¢ se teplotni optimum casto nachazi

mezi 25-35 °C (Brady et Weil, 1999).

Pidni organicka hmota

Obsah a slozeni pidni organické hmoty je dalSim z velmi dilezitych faktorti, protoze
oxidaci organickych sloucenin podstatna vétSina mikroorganismil ziskava elektrony nutné pro
jejich Zivotni pochody. Pomér N>O/N, se zvétSuje pii zmensujicim se mnoZzstvi dostupného

organického C.

2.4. Procesy, na kterych se podili N,O

Proces tvorby fotochemického smogu

Fotochemicky smog je rozklad oxidii dusiku v atmosféie na radikdly za vzniku
prizemniho ozonu a dalSich latek plisobenim slune¢niho zéfeni a uhlovodikl. Tento jev se
vyskytuje hlavné v méstskych primyslovych aglomeracich, kde kviili spalovacim procesim
je velmi vysoka koncentrace oxidii dusiku (NO, N,O, NO,) a te¢kavych uhlovodikii souhrnné
oznacenych pod pojmem VOCs (volatile organic compounds). Pisobenim slune¢niho zafeni
se zvysSuje koncentrace reaktivnich volnych radikala ve vzduchu. Spole¢né s uhlovodiky

davaji vznik ozo6nu, kyseling dusi¢né a riznym organickym latkdm.

Takto obecné probiha vznik ozénu pti fotochemickém smogu (Paul et Clark, 1996):
NO; + hv (<310 nm) — O + NO-
O‘+02+M—>O3+M
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kde M je latka odvadéjici nadbyteCnou energii béhem reakce; takovou latkou miize byt
naptiklad molekula O,, N, aj.
Souhrnna reakce vzniku fotochemického smogu vypada takto (Simek, 2003):
VOCs + NOe + hv — O3+ HNOjs + organické latky
Vznikla kyselina dusi¢na ptispiva k okyselovani desttli; mezi vznikajici organické latky patii

peroxyacetylnitraty (PANs), které jsou drazdivé.

Acidifikace

K ptirozenému okyselovani pid dochéazi pii zvétravani mate¢né horniny a pii vysSich
srazkéch, kdy jsou ionty bazické vymyvany a na jejich mista se na plidnich koloidech navazou
ionty kyselé, jako je H" a AI’".

Okyselovani pad lidskou ¢innosti je zptusobeno predev$im dlouhodobym pouzivanim
nekterych minerdlnich hnojiv, napt siranu amonného.

Dilezitym procesem probihajicim v pidé, ktery vede k okyselovani ptid, je nitrifikace (viz
kap. 2.2.).

Nejvétsi vliv na okyselovani ptid maji tzv. kyselé srazky. Ptirozena hodnota pH srazek je
5,6; pod tuto hodnotu pH jsou srazky povazovany za kyselé. Okyseleni je zplsobeno
ptitomnosti kyselin, hlavné kyseliny sirové a dusi¢né v kapénkach srazek. Tyto latky vznikaji
reakcemi oxidl s vodou v atmosféte. Hlavnimi zdroji téchto latek je primyslova vyroba,
doprava a zemédélstvi.

Reakce oxidu dusného za vzniku kyseliny dusi¢né a kyseliny dusité probiha takto:

2N,O + 0y -5 4 NO +2 Oy —» 4NO;, + 2H,0 — 2HNO5 + 2HNO,

Odbouravani ozonu

Ozonovou vrstvou se nazyva €ast stratosféry, kde se nachazi vyssi koncentrace ozonu ve
vysce 15-35 km nad zemskym povrchem. Ozon chrani biosféru pfed G€inky nebezpecného
kosmického ultrafialového zateni. Ve stratosfére dochazi ke vzniku a fotolyze ozonu, kdy
vznikaji radikaly, které tvotfi nové molekuly ozonu anebo reaguji s ostatnimi latkami. Mezi
takové latky patii vedle mnoha dalSich latek i oxid dusny, ktery reaguje s excitovanym
atomem Oe za vzniku dvou molekul radikalu oxidu dusného (Andrews et al., 2004)

N,O + O*— 2 NO-
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Molekuly NOe pak napomahaji destrukci ozonu timto zplisobem:

NOe + O3— NOy* + O,

Zpétnd tvorba radikalu oxidu dusnatého probiha reakci radikalu oxidu dusi¢itého s velmi
reaktivni formou kysliku

NO;* + O*— NO-* + O,

Sklenikovy efekt

Slune¢ni zafeni dopadajici na zemsky povrch je v atmosféfe casteCné¢ odrazeno a
absorbovano molekulami plynt, riznymi ¢asticemi a vodni parou &i krystaly. Cast zafeni je
odfiltrovana nebo dopadd na zemsky povrch jako viditelné zafeni a infracervené zafeni.
Odrazené infraCervené zaieni od zemského povrchu je absorbovano a opét uvoliiovano
¢asticemi a plyny nachazejicimi se v atmosfétre. Diky tomuto procesu je teplota povrchu Zemé
piiblizné¢ o 30°C vyssi nez kdyby byla Zem¢ bez atmosféry. Ke zvySovani sklenikového
efektu dochéazi hlavn€ zneciSténim ovzdusi rdznymi polutanty, které podporuji absorpci a
uvoliovani IR zafeni. Mezi tyto polutanty patii zejména oxid uhli¢ity, methan, oxid dusny,
ozon a kapalné ¢i pevné ¢astice rozptylené v plynném prostedi a neptimo i freony. Tyto latky

se podileji na oteplovani zemského povrchu riiznou mirou.

2.5. Dusik v pudé a jeho pristupnost pro mikroorganismy

Dusik se pfirozenou cestou dostava do puady nékolika zplsoby: elektrickym vybojem
oxidujicim molekularni dusik se do pudy dostane 3 - 5 kg N . ha™'. rok™, v piid& volng se
vyskytujici fixatofi N, navazou 10 — 15 kg N. ha™. rok™ a fixatofi N, symbioticky Zijici
s rostlinami mohou navézat 150 — 200 kg N. ha™". rok™.

Pistupnost zivin pro rostliny a mikroorganismy velmi zdvisi na poméru C:N, ktery
rozhoduje, zda bude latka imobilizovana na biologicky nepfistupnou formu ¢i zda bude
mineralizovéna na pfistupnou formu dusiku. U latek majicich pomér C:N asi 9 - 25 dochazi

k mineralizaci, u latek s pomérem vysSim dochazi k imobilizaci do ptidni organické hmoty.

Pomér C:N v biomase mikroorganismti byva 10- 12.
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2.6. Vyznam hnojeni, druhy hnojiv

V pudéch, které nejsou vyuzivany pro zemédélskou vyrobu, se latky potfebné pro vyzivu
rostlin dostdvaji z atmosféry, odkud organismy ziskdvaji uhlik, vodik a kyslik a chloridy,
které se vyskytuji v nadbytku, a nebo ze zvétravani mate¢né horniny (Simek, 2004). Tyto
latky jsou rostlinami pfijimany ve form¢ mineralnich zivin. V ptidach intenzivné
obd¢lavanych obsah zivin klesd a je nutno je uméle dodavat hnojenim. Pfidavanim
organickych ¢i anorganickych latek je zajistén nejen piisun nejnutnéjSich zivin, ale i zlepSeni
vyzivy rostlin vedouci k jejich vétSim vynostim a né€kdy i kvalité plodin.

Hnojiva organické poskytuji Sirokou paletu Zivin, které slouzi pro vyzivu rostlin a podileji
se na tvorbé humusu. Humusové latky pfispivaji k vytvafeni pidnich agregati, zvySuji
pufrovaci schopnost, ptiznivé ovliviiuji vzdusny a vodni rezim v pid¢, podporuji biologickou
aktivitu vpidé a sorpéni a vyménné procesy. Organicka hnojiva pochazi piimo ze
zemédélské vyroby nebo z jinych Cinnosti, kam se fadi naptiklad Cistirenské kaly. Hndj je
zuslechténa chlévska mrva, kterou zpravidla tvoii podestylka a pevné a tekuté vykaly zvirat.
Obsahuje hlavni ziviny i mikroprvky, mikroorganismy, rastové latky a vodu. Zuslechtovani
spo¢iva v ¢astecném rozkladu podestylky za zachovani co nejvétStho mnozstvi Zivin a
organickych latek. Podle Jurcika a kol. (Jur¢ik et al., 1975) se u dobie zuSlechténé chlévské
mrvy ztraci 20% N a 20% organickych latek, u Spatn€ ulozené €ini ztrata az 50% organickych
latek a 33% N. Mocivka je prokvaSend mo¢ hospodarskych zvifat smichana s vodou. Pouziva
se bud’ samostatn¢ anebo v kombinaci s dalSimi hnojivy. Dusik se v ni nachazi pfevazné ve
forme mocoviny. Kejda je smes pevnych a tekutych vykall ziedénd vodou. Zbytky obilovin
zapravované do pudy byvaji kvili jejich neptiznivému poméru C:N smichany s moctvkou ¢i
kejdou. Kompost je smés sldmy ¢i znehodnocenych krmiv s bahnem, kaly ¢i zeminou a
s mikrobnim substratem, jakym je mrva ¢i mocivka. Pfi zeleném hnojeni se do pidy vpravuje
biomasa hospodarskych rostlin.

Mineralni hnojiva v sobé obsahuji koncentrované formy zivin, ve kterych je hlavné dusik,
fosfor a draslik a mikroprvky. Mezi dusikatd hnojiva patii siran amonny, mocovina, vysoce

koncentrovany bezvody amoniak, rizné ledky aj.
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2.7. Nepriznivé dopady pouzivani hnojiv

Ziviny ve formé hnojiv jsou do pid dodavany v mnoZstvi, které pievysuje potieby rostlin
a zbytek se dostava do atmosféry ¢innosti piidnich mikroorganismi ¢i je vyplavovan nebo
transportovan v casticich. Rostliny vyuziji asi jen 20-80% poskytnutych zivin. DalSim
problémem je nevhodnd aplikace tj. v nespravnou dobu, za neptiznivych povétrnostnich
podminek, nespravnou aplikaci do ptidy. Obecné plati, Ze ¢im jsou hnojiva 1épe zapravena do
pudy, tim jsou jejich ztraty nizsi. Velthof (2003) naopak uvadi, ze pii zapraveni 5 cm pod
povrch plidy velmi vyznamné vzrostly ptimé emise N,O do atmosféry neZ pfti aplikaci hnojiv

na povrch.

3. Material a metody

3.1. Pokusna plocha a studované pidy

Pokusna plocha patiici Vyzkumnému ustavu rostlinné vyroby (VURV) se nachézi v Praze
—Ruzyni v fepaiské vyrobni oblasti. Lokalita se nachazi v nadmoiské vysce 340 m, na 50°05°
s.8.a 14°20" v. d. Stratigrafie pidy je Ap (0 - 30 cm) — Btl (34 — 55 cm) - B/C (55- 80 cm) —
Ck (80 — 120 cm).

Klimaticky je oblast fazena pod region mirné€ suchy (T2) s ronim thrnem srazek 452 mm
a pramérnou ro¢ni teplotou 7,8 °C. Studovana puda je luvickda hnédozem (orthic luvisol).
Skupina piidniho druhu je na rozhrani stfedné té¢Zka az téZka puda jilovito-hlinitd. Matecnou
horninou je spra§ a obsah humusu ¢ini 2,3%. Podle osevniho sledu se na plochach sttidavé
péstuje cukrovka a pSenice jarni.

Lokalita je rozdélena na mens$i plochy, kdy kazdd znich je jinak hnojena. Puda
soznacenim 111 neni hnojena a slouzi jako kontrolni plocha pro porovnani. Plda
s oznagenim 211 byla hnojena hnojem v davce 21 t. ha™'. Pada s oznadenim 611 byla hnojena
kejdou v davce 60 tha' a slamou. Piida s oznadenim 281 byla hnojena hnojem v davce

21 tha” a mineralnim hnojivem NPK v davce 50 kg N. ha™'. Plochy jsou hnojeny kazdy rok.
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3.2. Odbéry a tprava vzorki pid

Vzorky byly odebrany 20.10. 2005 pracovniky VURV Praha - Ruzyné. Na kazdé plose
byly odebrany vzorky z péti dil¢ich mist ry¢em z vrstvy 0-20 cm a nasledné byly smichény a
uskladnény v polyethylenovych saccich. 21.10. 2005 byly plidy piesaty pies sito s velikosti ok
3 mm a byly zbaveny zbytkl rostlin. Poté byly uskladnény v polyethylenovych saccich pii
teploté 4°C.

3.3. Laboratorni analyzy

3.3.1. Stanoveni okamzité vlhkosti a tzv. suSiny pudy gravimetricky

Do pfedem zvazené hlinikové vazenky se dalo asi 5 g pfirozen¢ vlhké pidy. Véazenka
s vlhkou ptidou se zvazila a nechala se susit po dobu 5 hodin pti 105°C ve vyhtaté susarné. Po
vysuseni byla vdzenka znovu zvazena. SuSina pudy je udavana jako hmotnostni procenta

such¢ ptudy z pidy vlhké.

Vypocet:

Susina (%) = 100- B=C 100
B—A

Ao hmotnost vazenky
B.......... hmotnost vazenky s vlhkou ptidou
Co..... hmotnost vazenky se suchou ptidou

3.3.2. Stanoveni denitrifika¢niho potencialu (DP)

Ke zméfteni denitrifika¢niho potencidlu je nutno vytvoftit specidlni (optimalni) podminky
pro mikroorganismy. Tento parametr zavedli Yeomans et al. (1992) pod ndzvem
denitrifikaéni potencial. Optimalizace spociva ve vytvofeni anaerobniho prostfedi, kdy se
vzduch v inkubacni bafice vyméni za helium a v dodani zakladnich zivin ve formé nitratt jako
vychoziho substratu pro denitrifikaci a glukozy jako snadno dostupného organického uhliku.

Po vyméné atmosféry v lahvich se jesté piida acetylen, ktery blokuje redukci N,O na N,.
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Postup:

12 g vlhké pidy se navazilo do 300 ml NTS lahvi, u kazdého druhu pidy po ctyfech
opakovanich. Ty se uzaviely gumovym septem a Sroubenim. Poté se ptfidal uhlik a dusik
v podobé 5 ml optimaliza¢niho roztoku, ktery obsahoval 4320 mg KNO; a 1650 mg glukézy
monohydratu na 1 1. Vzduch byl vyménén za helium na vymeéniku plynt 4x po
60s opakovanou evakuaci a plnénim heliem. Pak bylo pfidano 35 ml acetylenu, ktery inhibuje
redukci N,O na N; a vzorky se daly k inkubaci do termostatu. Produkce oxidu dusného byla
stanovena v Casech 0, 24, 48 a 72 hodin od zacatku inkubace. Denitrifikacni potencial byl
méten v obdobi 28.2. — 3.4. 2006. Vzorky inkubacni atmosféry byly analyzovany na
plynovém chromatografu HP5890 s detektorem elektronového zachytu (Hewlett Packard,
USA).

3.3.3. Stanoveni aktivity denitrifika¢nich enzyma (DEA)

Touto metodou se méfi potencidlni aktivita denitrifika¢nich enzymi. Predpoklada se jeji
tésny vztah k mnoZzstvi bun¢k denitrifikatord, tudiz je povazovana za méfitko velikosti jejich
populace v dobé méfeni. Zahrnuje pouze aktivitu enzymu pravé se nachazejicich v pudée, tedy
nikoli aktivitu enzyml nové syntetizovanych. Pro méfeni potencialni aktivity je nutno
zoptimalizovat podminky. To se dosahne pfidanim glukdzy a nitratt ziedénych v destilované
vod¢ ve formé optimalizacniho roztoku. Vzduch se vyméni za helium. Pro inhibici redukce

N2O na N; se do inkubac¢ni atmosféry pridava acetylen.

Standardni postup:

25 g vlhké pidy se navazi do 100 ml NTS lahvi a nechd se hodinu stat, aby se vzorky
vytemperovaly na okolni teplotu. Kazd4 varianta méla ¢tyfi opakovani. Poté bylo ke kazdému
vzorku ptidano 25 ml optimaliza¢niho roztoku, ve kterém byl dodan dusik a uhlik v mnozstvi
101 mg KNO; a 198 mg glukdézy na 11. Lahve se uzaviely gumovym septem a kovovym
Sroubenim. Vzduch se vyméni na vyméniku plynti opakovanou evakuaci a plnénim (4x 60s)
za helium. Pak se odebiraji vzorky inkubaéni atmosféry v ¢ase 30 a 60 minut a okamzité se
analyzuji na plynovém chromatografu. Mnozstvi vyprodukovaného N,O se uré¢i mnozstvim
N,O v ¢ase 30 minut odecteného od mnozstvi N,O naméieného v ¢ase 60 minut. Déle je tento

udaj prepocten na hodnotu N- N,O vyprodukovaného na gram suché ptidy na hodinu.
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Modifikovany postup pro méfeni DEA pii upraveném pH:

Pudy byly pfipraveny podobnym zptisobem jako pii méfeni DEA. K 25 g ptirozené vlhké
pudy bylo ptfidano 20 ml destilované vody, ptipadné pro okyseleni bylo k 19,75 ml vody
ptfidano 0,25 ml 0,5 N H,SOj, pro posunuti pH do zasadit&;si oblasti bylo k ptiddim ptidano
0,25 ml 0,5M NaOH. Pro optimalizaci podminek byl déale ke vzorkim ptidan pétkrat
koncentrovany optimaliza¢ni roztok, aby koncentrace lehce dostupného uhliku a dusiku byla
v souladu s pfedepsanou metodikou. Koncentrace pétkrat koncentrovaného optimaliza¢niho
roztoku byla 505 mg KNO; a 990 mg gluk6zy monohydratu rozpusténych v 11 vody. Ihned po
pfidani optimaliza¢niho roztoku bylo zméteno pH na elektrickém pH metru s kombinovanou
elektrodou (typ pH 526, WTW). K poloviné¢ vzorka bylo pfiddano injekéni stiikackou 10 ml
acetylenu, aby doSlo k inhibici redukce N>O na N,. Vzorky inkubacni atmosféry byly
odebirany v case 30 a 60 minut. Ihned po odebrani byly zméfeny na plynovém chromatografu

HP5890 s detektorem elektronového zachytu (Hewlett Packard, USA).

Me¢fteni probihala ve dnech 31.10.2006, 8.11. 2006, 14. — 15.11.2006 a 22.11. 2006. Pro

toto méteni byly z kapacitnich diivodl pouzity pouze ptudy s oznaCenim 111, 211 a 281.

3.5. Statisticka analyza vysledki

Pro statistickou analyzu naméfenych hodnot denitrifikaéniho potencidlu byla pouzita
analyza variance (ANOVA), varianta repeated measures, a pro testovani rozdili mezi padami
byl pouzit Tukey HSD test. Priikazny rozdil byl stanoven na 5% hladiné¢ vyznamnosti
(p=0,05).

Pro statistickou analyzu naméfenych hodnot aktivity denitrifikacnich enzymti byla pouzita
dvoucestnd analyza variance a pro dil¢i rozdily mezi pidami byl pouzit Tukey HSD test.

Prikazny rozdil byl stanoven na 5% hladiné vyznamnosti (p=0,05).
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4. Vysledky

4.1. Potencialni denitrifikace v riizné hnojenych pidach - produkce N,O
4.1.1. Nehnojena piida (¢.111)
U nehnojené pudy bylo zjisténo prikazné zvyseni produkce N-N,O u pid inkubovanych

s acetylenem oproti produkci N-N,O u ptd inkubovanych bez acetylenu (p< 10°) (viz

obrazek 1).
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Obr 1: Produkce N-N>O u nehnojené pidy pii inkubaci s piidavkem (N,O) a bez pridavku
(N2O+N;) acetylenu do inkubacni atmosféry v pribéhu 72 hodin. Jsou zobrazeny aritmetické

priméry ze 4 opakovani, chybové tsecky predstavuji + smérodatné odchylky.

JiZ po inkubaci 24 hodin byl zjistén narast koncentrace N,O v baiikach se vzorky, ale tento
nariist byl statisticky nepritkazny. Také rozdily mezi obéma variantami inkubace byly
neprikazné, 1 kdyz ve varianté s pfidavkem acetylenu byla zjisténa vyssi koncentrace N,O
(9,7 pg N-N,O.g") nez u pudy inkubované bez acetylenu (4,4 pg N-N,O.g"'). V dase

inkubace 48 hodin byla produkce N-N,O u pud inkubovanych bez acetylenu vyssi nez v ¢ase
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inkubace 24 hodin. U piid inkubovanych s acetylenem byla produkce N-N,O prikazné vyssi
neZ produkce N-N,O v €ase 24 hodin (p=0,0002), u pid inkubovanych bez acetylenu byl
tento rozdil neprikazny. U ptid inkubovanych s acetylenem dosahovala hodnota produkce
prikazné (p=0,0002) vyssich hodnot (38,4 ug N-N,O.g') nez u pud inkubovanych bez
acetylenu (8,4 pg N-N,O.g™). V &ase inkubace 72 hodin byla produkce N-N,O prikazné vyssi
neZ produkce N-N,O v €ase 48 hodin u ptid inkubovanych s acetylenem i u piid inkubovanych
bez acetylenu (p=0,0002). U plid inkubovanych s acetylenem dosahovala produkce N-N,O
prikazné vyssich hodnot (101,4 ug N-N,O.g™) neZ u piid inkubovanych bez acetylenu (17,4
ng N-N0.g™).

4.1.2. Pida hnojena hnojem (¢. 211)

U pltdy hnojené hnojem byla zaznamenana priikazné vyssi produkce N-N,O u pid
inkubovanych s acetylenem oproti produkci N-N>O u piid inkubovanych bez acetylenu

(p < 10°°) (viz obrazek 2).
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Obr.2: Produkce N-N,O u pidy hnojené hnojem pii inkubaci s ptidavkem a bez ptfidavku
acetylenu do inkubacni atmosféry v priabéhu 72 hodin. Jsou zobrazeny aritmetické priméry ze

4 opakovani, chybové usecky predstavuji = smérodatné odchylky.
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Jiz po inkubaci 24 hodin byla zaznamendna zvySend koncentrace N,O v bankéach se
vzorky a tento rozdil byl statisticky prikazny (p=0,03). Rozdily mezi obéma variantami byl
neprikazny, i kdyZ ve varianté s piidavkem acetylenu byla zjiSténa vyssi koncentrace N,O
(11,5 pg N-N,0.¢™") nez u pud inkubovanych bez acetylenu (5,9 pg N-N,O.g"). V &ase
inkubace 48 hodin byla produkce N-N,O u ptid inkubovanych bez acetylenu vyssi, ale rozdil
oproti produkci N-N,O v ¢ase 24 hodin byl neprikkazny. U pld inkubovanych s acetylenem
byla produkce N-N,O vyssi oproti produkci N-N,O v ¢ase 24 hodin a jejich vzdjemné rozdily
byly prikazné (p=0,0002). Produkce N-N,O u pud inkubovanych s acetylenem dosahovala
vy$§i hodnoty (45,4 ug N-N,O.g™") neZ produkce N-N,O u piid inkubovanych bez acetylenu
(8,3 ng N-N,0.g™) a jejich vzajemné rozdily byly prikazné (p= 0,0003). V &ase inkubace 72
hodin byla produkce N-N,O u ptid inkubovanych bez acetylenu vyssi nez v case inkubace 48
hodin, ale jejich rozdily byly neprikazné. U pid inkubovanych s acetylenem byla produkce
N-N,;O prukazné vyssi nez v ¢ase inkubace 48 hodin (p=0,0002). U pid inkubovanych
s acetylenem dosahovala produkce N-N,O priikaznd vys§ich hodnot (102,6 pg N-N,O.g™)
nez u pady inkubované bez acetylenu (16,3 pg N-N,O.g") a jejich vzajemné rozdily byly
prikazné (p= 0,0002).

4.1.3. Puda hnojena smési kejdy skotu a slamy (€. 611)

U pldy hnojené smési kejdy skotu a slamy byla zaznamendna prikazné vyssi produkce
N-N;O u pudy inkubované s acetylenem oproti produkci N-N,O u pid inkubovanych bez
acetylenu (p=0,0002) (viz obrazek 3). Jiz pti inkubaci v ¢ase 24 hodin byla zjisténa zvysSena
koncentrace N,O v bankach se vzorky, ale tento rozdil byl statisticky neprukazny. Rozdil
mezi obéma variantami byl neprikazny, i kdyz ve varianté s pfidavkem acetylenu byla
zjisténa vy$§i koncentrace NoO (10,6 pg N-N,O.g™) neZ u pud inkubovanych bez acetylenu
(5,5 g N-N,0.g™h).
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Obr.3: Produkce N-N,O u piidy hnojené smési kejdy skotu a slamy pii inkubaci s pfidavkem a
bez piidavku acetylenu do inkuba¢ni atmosféry v prabéhu 72 hodin. Jsou zobrazeny

aritmetické praméry ze 4 opakovani, chybové usecky predstavuji = smérodatné odchylky.

V Case inkubace 48 hodin byla produkce N-N>O u pid inkubovanych s acetylenem
prikazné vyssi nez u produkce N-N,O v ¢ase 24 hodin (p=0,001). U pid inkubovanych bez
acetylenu byla produkce N-N,O vyssi nez produkce N-N,O v ¢ase 24 hodin a jejich rozdily
byly neprikazné. Produkce N-N,O byla vyss§i u pid inkubovanych s acetylenem
(43,2 pg N-N,0.g") nez u pud inkubovanych bez acetylenu (7,6 ng N-N,O.g") a jejich
vzajemné rozdily byly prikazné (p=0,0003). V case inkubace 72 hodin byla produkce N-N,O
u pud inkubovanych s acetylenem prikazné vys$i nez produkce N-N,O v ¢ase 48 hodin
(p=0,01). U ptd inkubovanych bez acetylenu byla produkce N-N,O nizsi nez v ¢ase 48 hodin
a jejich vzdjemné rozdily byly neprikazné. Zaznamenanid produkce N-N,O u pid
inkubovanych s acetylenem byla vy$§i (75,3 pg N-N,O.g") nez u pad inkubovanych bez
acetylenu (6,72 ug N-N,0.g™") a jejich vzajemné rozdily byly prikazné (p=0,0001).
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4.1.4. Piida hnojena hnojem a mineralnimi hnojivy (¢. 281)

U pudy hnojené jak hnojem, tak mineralnimi hnojivy byla zaznamenana prikazné vyssi
produkce N-N,O u pidy inkubované s acetylenem oproti produkci N-N>O u puad
inkubovanych bez acetylenu (p= 0,00005) (viz obrazek 4). Jiz pii inkubaci 24 hodin byla
zjisténa zvysSend koncentrace N-N,O v banikach se vzorky, tento rozdil byl statisticky
neprukazny. Rozdil mezi obéma variantami byl neprikkazny, i kdyz ve varianté s ptidavkem
acetylenu byla zjiténa vy$si koncentrace N>O (11,6 pg N-N,0O.g™) neZ u pid inkubovanych
bez acetylenu (5,2 pg N-N,O.g™).
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Obr.4: Produkce N-N,O u plidy hnojené hnojem a mineralnimi hnojivy pfi inkubaci
s piidavkem a bez ptfidavku acetylenu do inkubaéni atmosféry v prib¢hu 72 hodin. Jsou

zobrazeny aritmetické priméry ze 4 opakovani, chybové usecky predstavuji smérodatné
odchylky.

V case inkubace 48 hodin byla produkce N-N,O u pud inkubovanych s acetylenem
prikazné vyssi nez produkce N-N,O v ¢ase 24 hodin (p=0,0005). U pid inkubovanych bez
acetylenu byla produkce N-N,O vyssi nez v Case inkubace 24 hodin, ale jejich vzajemny
rozdil byl neprikazny. U plid inkubovanych s acetylenem byla produkce N-N,O vyssi
(49,9 pg N-N,0.¢™") nez u pad inkubovanych bez acetylenu (18,4 ug N-N,O.g™) a jejich
vzajemné rozdily byly prikazné (p=0,01). V case inkubace 72 hodin byla produkce N-N,O

prukazné vyss$i u pud inkubovanych s acetylenem (p=0,0002) a u pid inkubovanych bez
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acetylenu (p= 0,002) nez produkce N-N,O v case 48 hodin. Produkce N-N,O u puad
inkubovanych s acetylenem dosahovala vy3$&i hodnoty (101,1 pg N-N,O.g") neZ u pud
inkubovanych bez acetylenu (33,7 pg N-N,O.g") a jejich vzijemny rozdil byl prikazny
(p=0,0004).

Tab.1: Celkova produkce (N,O + Nj), jednotlivé plynné metabolity (N,O; N,) a relativni
podil N>O z celkové produkce (%) u ¢ty piid rizné hnojenych. Hodnoty ptedstavuji priméry
ze 4 opakovani, plati pro rozdil inkubaéni doby 48 h — 24 h a jsou uvedeny v pg N .g".d™".
Vsechny rozdily mezi jednotlivymi piidami v celkové produkci (N,+N,O), v produkci N, a

v produkci N,O jsou statisticky neprtikazné.

Nehnojena Hniyj Kejda + slama Hntij +NPK
N,O + N, 28,72 33,90 32,66 38,30
N,O 3,94 2,42 2,05 13,20
N, 24,78 31,48 30,61 25,10
% N,O 13,70 7,10 6,30 34,50

4.2. Potencialni denitrifikace v riizné hnojenych pidach - produkce CO,

4.2.1. Puda nehnojena (¢. 111)

U piidy nehnojené byla zaznamenana prukazné vyssi produkce C- CO, u pudy inkubované
s acetylenem oproti produkci C-CO;u pidy inkubované bez acetylenu (p=0,001) (obrazek 5).
Jiz v Case inkubace 24 hodin byla zjisténa zvySena produkce C-CO, a tento rozdil byl
statisticky prikazny pro piidy inkubované s acetylenem (p=0,001) i pro plidy inkubované bez
acetylenu (p=0,002). Rozdily mezi obéma variantami byl neprtikazny, i kdyZ ve varianté
s piidavkem acetylenu byla zjiténa vy$§i koncentrace CO, (16,4 pg C-CO, g™') nez u pad
inkubovanych bez acetylenu (15,5 pg C-CO, g'). V &ase 48 hodin byla produkce C-CO,
prikazné vyssi v ptid¢ inkubované s acetylenem a bez acetylenu nez velikost produkce C-CO,

v &ase 24 hodin (p=0,0002). Zaznamenana produkce C-CO ; byla 89,4 pg C-CO, .g™' v pudé
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inkubované s acetylenem a 84,9 pug C-CO, .g”' v piidé inkubované bez acetylenu a jejich
vzajemné rozdily byly nepriikazné. V €ase inkubace 72 hodin byla produkce C-CO; prikazné
vys$si nez produkce C-CO , v ¢ase 48 hodin v pud¢ inkubované s acetylenem a bez acetylenu
(p=0,0002). Produkce C-CO, byla prikazné¢ vyssi (p=0,0002) v pidé¢ inkubované
s acetylenem (155,6 pg C-CO, .g') neZ vpudé inkubované bez acetylenu, kde byla
zaznamenana produkce C-CO, 138,7 ug C-CO, .g™".
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Obr.5: Produkce C-CO; u piidy nehnojené pfi inkubaci s pfidavkem a bez ptidavku acetylenu
do inkubaéni atmosféry v pribéhu 72 hodin. Jsou zobrazeny aritmetické priméry ze 4
opakovani, minusové chybové usecky predstavuji smérodatné odchylky u varianty inkubace
bez acetylenu a plusové chybové useCky piedstavuji smérodatné odchylky u varianty

inkubace s acetylenem.

4.2.2. Puda hnojena hnojem (¢. 211)

U pady hnojené hnojem nebyl prokdzan vliv acetylenu na zvyseni produkce C-CO; (obrazek
6). Jiz v Case inkubace 24 hodin byla zjisténa zvySena koncentrace CO; v bankach se vzorky a
tento rozdil byl neprikazny u piid inkubovanych s acetylenem. U piid inkubovanych bez
acetylenu vysel rozdil prikazné (p=0,04). Rozdil mezi obéma variantami byl neprikazny ,i

kdyz ve variant€ s ptidavkem acetylenu byla zjisténa vyssi koncentrace CO, (36,9 ng C-CO,
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.g") nez u pad inkubovanych bez acetylenu (17,4 pg C-CO, .g™"). V &ase inkubace 48 hodin
dosahovala produkce C-CO, stejné hodnoty (122 pg C-CO, .g') v pudé inkubované
s acetylenem 1 bez acetylenu a byla prikazné vyssi nez produkce C-CO, v Case 24 hodin (p=
0,0002). V case inkubace 72 hodin byla produkce prukazné vyssi u pid inkubovanych
s acetylenem (p=0,009) i1 bez acetylenu (p=0,003) nez produkce C-CO, v Case 48 hodin.
Produkce C-CO, byla u pidy inkubované s acetylenem byla 155,8 pg C-CO, .g" a u pady
inkubované bez acetylenu 160 pg C-CO,.g”" a jejich vzajemné rozdily byly nepriikazné.

180

—e— +acetylen
160 -

—=— - acetylen

pugC-Co.g™’

70 80
€as (h)

Obr.6: Produkce C-CO, u piidy hnojené hnojem pfi inkubaci s ptidavkem a bez pridavku
acetylenu do inkubacni atmosféry v pribéhu 72 hodin. Jsou zobrazeny aritmetické pruméry ze
4 opakovani, minusové chybové usecky predstavuji smérodatné odchylky u varianty inkubace
bez acetylenu a plusové chybové useCky piedstavuji smérodatné odchylky u varianty

inkubace s acetylenem.

4.2.3. Puda hnojena smési kejdy skotu a slamy (€. 611)

U pldy hnojené smési kejdy skotu a slamy byla zaznamendna prikazné vyssi produkce
C-CO; u pudy inkubované s acetylenem oproti produkci C-CO; u pudy inkubované bez
acetylenu (p=0,006) (obrazek 7). Jiz pti inkubaci v ase 24 hodin byla zjiSténa vyssi
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koncentrace C-CO, v banikach se vzorky a tento rozdil byl neprikazny u ptidy inkubované
bez acetylenu; u pidy inkubované s acetylenem byl tento rozdil priukazny (p=0,002). Rozdil
mezi obéma variantami byl neprikazny, 1 kdyz ve varianté s piidavkem acetylenu byla
zjisténa vyssi koncentrace CO, (37 pg C-CO, .g") neZ u pad inkubovanych bez acetylenu
(17 pg C-CO, .g™"). V &ase inkubace 48 hodin byla produkce C-CO, prikaznd vyssi u pid
inkubovanych s acetylenem (p=0,0002) i bez acetylenu (p=0,0002) nez produkce C-CO,
v Case inkubace 24 hodin. V pidé¢ inkubované s acetylenem byla naméfena prikazné vyssi
hodnota produkce (144 pg C-CO, .g') nez v padé inkubované bez acetylenu
(88 ug C-CO, .g"). V &ase inkubace 72 hodin byla produkce C-CO , prikazné vy$si nez
produkce C-CO ; v ¢ase 48 hodin u pidy inkubované s acetylenem i bez acetylenu. Produkce
C-CO, byla vyssi v padé inkubované s acetylenem (184,6 pg C-CO, .g") nez u pady
inkubované bez acetylenu (134,0 pg C-CO,.g™), ale jejich vzajemné rozdily byly neprikazné.
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Obr.7: Produkce C-CO, u pudy hnojené smési kejdy skotu a slamy pfi inkubaci s pidavkem a
bez pfidavku acetylenu do inkubacni atmosféry v pribéhu 72 hodin. Jsou zobrazeny
aritmetické priméry ze 4 opakovani, minusové chybové usecky ptedstavuji smérodatné
odchylky u varianty inkubace bez acetylenu a plusové chybové useCky predstavuji

sméerodatné odchylky u varianty inkubace s acetylenem.
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4.2.4. Piida hnojena hnojem a mineralnimi hnojivy (¢. 281)

U pud hnojenych smési hnoje a mineralnich hnojiv nebyl prokazan vliv acetylenu na
produkci C-CO; (obrazek 8). Jiz pfi inkubaci v ¢ase 24 hodin byla zjiSténa vyssi koncentrace
CO, v bankach se vzorky a tento rozdil nebyl statisticky prikazny u ptid inkubovanych bez
acetylenu, u pid inkubovanych s acetylenem byl tento rozdil prikazny (p= 0,023). Rozdil
mezi obéma variantami byl neprikazny, i kdyz ve varianté s ptidavkem acetylenu byla
zjisténa vyssi koncentrace CO, (17,2 pg C-CO; .g™") neZ u pud inkubovanych bez acetylenu
(14,6 ng C-CO, .g™).
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Obr.8: Produkce C-CO; u pidy hnojené smési hnoje a minerdlnich hnojiv pfi inkubaci
s ptidavkem a bez pifidavku acetylenu do inkubaéni atmosféry v pribéhu 72 hodin. Jsou
zobrazeny aritmetické priméry ze 4 opakovani, minusové chybové useCky predstavuji
smérodatné odchylky u varianty inkubace bez acetylenu a plusové chybové tusecky

predstavuji smérodatné odchylky u varianty inkubace s acetylenem.

V Case inkubace 48 hodin dosahovala produkce prikazné¢ vysSich hodnot u puad
inkubovanych s acetylenem (p=0,0002) i u pid inkubovanych bez acetylenu (p=0,0002).
Produkce u pud inkubovanych s acetylenem byla vyssi (128,7 ug C-CO, .g") nez u pad
inkubovanych bez acetylenu (108,7 pg C-CO, .g') a jejich vzijemné rozdily byly
nepritkazné. V Case inkubace 72 hodin byla produkce C-CO, prikazné¢ vyssi u pud
inkubovanych s acetylenem (p=0,0006) a u pid inkubovanych bez acetylenu (p=0,0002) nez
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v Case 48 hodin. Produkce C-CO , u pid inkubovanych s acetylenem dosahovala vysSich
hodnot (153,0 ug C-CO, .g") nez u pid inkubovanych bez acetylenu (144,2 pg C-CO, .g™") a

jejich vzajemné rozdily nebyly prikazné.

U pudy nehnojené (€. 111) byla zaznamenana prikazné nizsi respirace nez u ostatnich pad
(¢. 211, 611, 281) (p= 0,0005, 0,0003, 0,0003) (tabulka 2). U pldy nejvice hnojené (€. 281)
byla zaznamendna nejvétsi respirace, ale jeji rozdil oproti ptidé hnojené hnojem (€. 211) a

pudé hnojené kejdou a slamou (€. 611) byl statisticky neprikazny.

Tab.2: Produkce C-CO, pifi méfeni celkového DP. Hodnoty piedstavuji priméry ze 4
opakovani, plati pro rozdil inkuba¢ni doby 48 h — 24 h a jsou uvedeny v pg C — CO, .g".d™".

Nehnojena Hnty Kejda+slama Hntj + NPK
C- CO, 72,80 105,18 107,89 111,53

4.3. Aktivita denitrifikacnich enzymi v rizné hnojenych piidach s piivodnim a

pozménénym pH

4.3.1. Nehnojena piida (¢. 111)

U pudy nehnojené inkubace s acetylenem zvysila prikazné produkci N,O oproti pidé
inkubované bez acetylenu pii ptivodni (pH 8,22; p = 0,0002), kyselé (pH 5,99; p = 0,0005) i
zasadité reakci (pH 9,78; p = 0,0004) (obrazek 9).
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Obr.9: Aktivita denitrifikacnich enzymii zjiSténa pii inkubaci vzorkl s ptidavkem acetylenu
(celkova aktivita, NoO +N,) a bez ptidavku acetylenu (N,O) v pliidé nehnojené s ptivodnim
pH (8,22) a ve stejné pud¢ s pH zésaditéjsim (9,78) a kyselejsim (5,99). Jsou zobrazeny
aritmetické priméry ze 4 opakovani, tucnéji zvyraznéné chybové tusecky predstavuji
+smérodatné odchylky celkové produkce, spodni chybové tsecky predstavuji +smérodatné

odchylky produkce N,O.

vvvvv

g'h™"), hodnoty zjisténé pii pavodni (6 ng N-N,O g"'h™") a zasadité reakci (4 ng N-N,O g'h™)
byly nizs8i a rozdily mezi nimi byly nepriikazné. Pfi inkubaci s acetylenem (obrazek 9) byla
nejvy$si hodnota zaznamenana u pudy s pfirozenym pH (52 ng N-N,Og'h™), u pudy
okyselené (47 ng N-N,O g"'h™) a jeji rozdil od pudy s ptirozenym pH vysel nepriikazng; pida
se zvysenym pH (31 ng N-N,O g'h™") dosahovala pritkazné nizsich hodnot (p=0,008) a jejich

vzajemné rozdily byly nepriikazné.

4.3.2. Puda hnojena hnojem (¢. 211)

U pady hnojené hnojem byla prikazné zvysSena produkce N,O u plidy inkubované

s acetylenem a bez acetylenu pii pfirodni (pH=8,13; p= 0,0002), zésadité (pH=9,79;
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p=0,0002) 1 kyselé reakci (pH=5,59; p= 0,0002) (obrazek 10). Pfi inkubaci bez acetylenu
byla produkce N,O nejvyssi pii kyselé reakci (12 ng N-N,Og'h™), hodnoty zji§téné pfi
produkce N,O byla zaznamenana u reakce zasadité (1,4 ng N-N,Og'h') oproti reakci
prirozené, u které byla naméfena hodnota 3,7 ng N-N,Og'h'. Pii inkubaci pid s acetylenem
(obrazek 10) dosahovala nejvyssich hodnot ptida s pfirozenym pH (88 ng N-N,Og'h™) a
prikazné se liSila od pidy s kyselou reakci a s reakci zasaditou. Celkova produkce v padé s
kyselou reakci byla prikazng vys$si (p=0,0002; 63 ng N-N,Og'h™") nez v pidé se zasaditou
reakei (30 ng N-N,Og'h™).
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Obr.10: Aktivita denitrifikacnich enzymu zjisténa pti inkubaci vzorkl s pridavkem acetylenu
(celkova aktivita N,O + N,) a bez ptidavku acetylenu (N,O) v pidé hnojené hnojem s
puvodnim pH (8,13) a ve stejné pudé s pH zéasaditéjSim (9,79) a kyselejSim (5,59). Jsou
zobrazeny aritmetické priméry ze 4 opakovani, tucnéji zvyraznéné chybové usecky
predstavuji +smérodatné odchylky celkové produkce, spodni chybové tsecky piedstavuji

+smérodatné odchylky produkce N,O.
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4.3.3. Piida hnojena hnojem a mineralnimi hnojivy (¢. 281)

U pudy hnojené hnojem a tfislozkovym mineralnim hnojivem (NPK) byla pii inkubaci
s acetylenem prikazné zvySena produkce N,O nez u pud inkubovanych bez acetylenu
v ptirodni (pH = 7,79; p= 0,0002), zasadité (pH = 9,63; p=0,0002) a kysel¢é reakci (pH = 5,06;
p= 0,0002) (obrazek 11). Pfi inkubaci bez acetylenu byla zaznamendna nejvyssi produkce
N>O u kyselé reakce (14 ng N-N,Og'h™), ktera se prikazné lisila od reakce ptirodni (3,7 ng
N-N,Og'h™, p= 0,0002) a zasadité¢ (2,7 ng N-N,Og'h™, p= 0,0002). Rozdily hodnot u
kyselého a zéasadit¢ho pH byly neprikazné. U pid inkubovanych s acetylenem (obrazek 11)
byla nejvyssi hodnota produkce u okyselené pidy (47 ng N-N,Og'h™), které se prikazné
lisila od reakce zasadité (37 ng N-N,Og'h™', p= 0,0003) a rozdil od piirozené reakce (43 ng
N-N,0.g'h™") vysel neprikazng. Rozdil v produkci N-N,O u piirozené a zasadité reakce byl

nepritkkazny.
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Obr.11 Aktivita denitrifikacnich enzymi zjisténa pii inkubaci vzorkl s ptidavkem acetylenu
(celkova aktivita, N,O+N,) a bez pfidavku acetylenu (N,O) v puadé¢ hnojené hnojem a
minerdlnimi hnojivy s pivodnim pH (7,79) a ve stejné pudé s pH zasaditéjSim (9,63) a
kyselejsim (5,06). Jsou zobrazeny aritmetické priméry ze 4 opakovani, tunéji zvyraznéné
chybové usecky predstavuji tsmérodatné odchylky celkové produkce, spodni chybové usecky

predstavuji £smérodatné odchylky produkce N,O..
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5. Diskuse

Dlouhodobé vstupy hnojiv do ptidy ovlivituji mnoho vlastnosti ptdy. Jak jiz bylo zminéno,
organickd hnojiva se podileji na tvorbé humusu, ktery mj. napomaha k lepsi tvorbé ptdnich
agregatl, zlepSuje vodni a vzdu$ny rezim pidy, mé fadu ucinkl na plidni organismy, atd.
Hnojeni vys$imi ddvkami mineralnich hnojiv ovliviiuje produkci N,O né¢kolika zplsoby
(Velthof, 2003), a to formou dodavané¢ho dusiku do ptdy, ktery ovliviiuje jeho produkci pfi
nitrifikaci a denitrifikaci, pfitomnosti lehce dostupného uhliku, ktery podporuje denitrifika¢ni
aktivitu a spotiebu O, a mé vliv na biologické, chemické a fyzikalni vlastnosti pudy
v zé&vislosti na zménach pH, které kolisa v disledku ptridavku dalSich sloucenin (napt. soli,
vody).

V naSem piipad¢ jsme pivodné piedpokladali, ze nejvyssi hodnoty DP a DEA budou
zjistény u pudy nejvice hnojené (hnij+NPK). Obecné by mélo platit, ze ¢im je vétsi
dlouhodoby pfisun dusiku a dalSich zivin do pady, tim bohat$i je ptdni mikrobialni
spolecenstvo zejména s ohledem na vyskyt denitrifikatort a tudiz by v nejvice hnojené ptidé
mélo dochazet k nejvétsi produkei plynnych metabolitii. Vysledky prvniho pokusu (kapitola
4.1., tabulka 1) skute¢né ukézaly, Ze nejvyssi denitrifika¢ni potencial (DP) byl zaznamenan u
pady nejvice hnojené (38,3 pg N-N,O.g'.d"). Se snizovanim mnozstvi dodanych Zivin
denitrifikacni potencial klesal v potfadi: piida hnojena hnojem - ptida hnojené kejdou a slamou
a kone¢né plida nehnojend. Ziejme nejlepsi podminky a tudiz i nejvétsi pocet denitrifikatori
byly v piidé, do které bylo pfidavano nejvice Zivin ve formé hnojiv. Tento narist byl nejspise
dostupné nez formy dusiku z hnojiv organickych. Toto zjisténi se shoduje s vysledky prace
publikované Bowmanem (Bowman, 1996), ktery uvadi, Ze nejvétsi produkce N,O pochazi ze
smési organickych a minerdlnich hnojiv. Hodnoty DP zjisténé v této praci celkové odpovidaji
hodnotam stanovenym u souboru 13 riiznych pid studovanych Simkem a kol. (Simek et al.,
2000), kdy byl zjistén DP v rozsahu 7,5 - 48 ug N-N,O.g".d™".
zaznamenan u pidy nejvice hnojené. Toto zjisténi mulze znacit metabolicky posun
mikrobidlniho spolecenstva nebo citlivost reduktazy oxidu dusného na nekterou z dodanych
vedlejSich slozek mineralniho hnojiva. Dalsi moznou pfi¢inou zvyseni podilu N,O byla
kyselejsi reakce nez u ostatnich ptid. Snizeni pH v diisledku dlouhodobého vstupu Zivin se
shoduje s vysledky praci Simka a kol. (Simek et Hopkinse, 1999; Simek et al., 2002) a Mogge
a kol. (Mogge et al., 1999). Mogge et al. (1999) zarovenn uvadéji, ze okyseleni pud je
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zpusobeno vysi intenzitou nitrifikace. Simek et Hopkins (1999) naopak uvadgji, ze v ptdg,
kterd byla hnojena smési organickych a mineralnich hnojiv, dochazelo k mensi produkci
oxidu dusného ve srovnani s ptidou kontrolni. U ptid hnojenych pouze organickym hnojivem
byl podil oxidu dusného nejmensi (v porovnani s ptidou kontrolni a nejvice hnojenou). To
muze byt zplsobeno nizS$i koncentraci snadno dostupného organického uhliku. Hlavnim
plynnym metabolitem u vSech ¢ty pid byl molekularni dusik (N,). Tento fakt muze byt
zpisoben mirn¢ alkalickym pH, které maji vSechny ¢tyfi sledované ptdy (7,79 - 8,22).

Dal8im provedenym experimentem bylo porovnani piid v respiraci (produkei CO;) (kapitola
4.2.). Na grafech, které ukazuji produkci CO,, je vidét sigmoidalni pribéh typicky pro
mikrobidlni rast v souladu s praci Ellise a kol. (Ellis et al., 1996). Produkce CO, stoupala se
zvySujicim se mnozstvim Zivin dodanych do ptid ve form¢ hnojiv. Nejvyssi produkce C—CO,
byla zaznamendna u pidy nejvice hnojené. Toto zjisténi se vSak neshoduje s vysledky prace
Simka a Hopkinse (Simek et Hopkins, 1999), kteii uvadéji, ze produkce C — CO, vyznamné
klesla oproti produkci u pidy kontrolni.

Pii méfeni aktivity denitrifikaénich enzymii (DEA) (kapitola 4.3.) byla nejvyssi aktivita
denitrifika¢nich enzymil zaznamendna u pudy hnojené hnojem (¢. 211), zatimco u pudy
praci byla nizsi neZ u ptd studovanych v praci Simka a Hopkinse (Simek et Hopkins, 1999).
V jejich praci byla zjisténa DEA kolem 120 ng N — N,O.g".h™" u kontrolni nehnojené pidy,
zatimco u pidy hnojené hnojem a mineralnimi hnojivy byla DEA 70 ng N — N,O.g™.h"". Pro
srovnani: v této praci dosahovala DEA 52 ng N — N,O.g".h"' u kontrolni pidy a u pady
hnojené hnojem a mineralnimi hnojivy 47 ng N — N,O.g".h"'. Tento rozdil mize byt
zpisoben naptiklad odliSnym pH u porovndvanych ptid. Pidy studované v této praci maji pH
kolem 8 a ptidy s nimi porovnivané jej maji kolem 6,2 (viz Simek et Hopkins, 1999). Podle
ptedchozich studii by bylo mozno usoudit, ze pH pid vtéto praci se nenachazi ve
zjisténém pH optimu, zatimco pH u pad porovnavanych je pH optimu bliz. V jiné praci
publikované Simkem a kol. (Simek et al., 2000) byly zjistény jesté vyrazné vyssi hodnoty
DEA, a to v rozmezi 90 - 523 ng N — N,O.g".h™". Jde oviem o jiné pudy z jinych oblasti a
také s jinym zeméd¢€lskych vyuzitim, nez je tomu u pud studovanych v této praci. Celkovée Ize
nicméné fici, ze pudy studované v predlozené praci vykdzaly spiSe niz§i hodnoty aktivity
denitrifikaénich enzymi v porovnani s jinymi ptidami v CR.

Pti vy$$im pH pady byl zaznamenan vys$si pomér N,O/N; neZ u kontrolni ptidy. Z toho

vyplyva, ze u vsech studovanych ptid byl u DP i u DEA zjistén jako hlavni produkt Ny

Mrwe

35



vlivem anorganickych hnojiv, kdy se s nimi do piidy dostavaji rizné ptimesi, které mohou
negativné pusobit na spoleenstvo denitrifkatorti, pfiliSnym mnoZstvim dodanych hnojiv
ovlivitujicich metabolismus denitrifikatorti ¢i chybou v méfeni.

Pii uméle zménéném pH (kapitola 4.3.) doslo ke zméné DEA u vsech tii ptd. Po ptidavku
anorganické silné zasady (NaOH) doslo k prikaznému snizeni DEA. Tyto vysledky se
shoduji s vysledky publikovanymi Simkem a Hopkinsem (Simek et Hopkins, 1999), kde DEA
pti uméle zvySeném pH na 10 vyznamné poklesla oproti DEA u ptdy s ptivodnim pH.

Pii zméné pH dosahovaly neprtikazné niz§ich hodnot aktivity denitrifika¢nich enzymu u
pudy hnojené hnojem a mineralnimi hnojivy. U pudy hnojené hnojem a mineralnimi (NPK)
hnojivy byla aktivita denitrifikacnich enzymii dokonce vyssi u kyselého pH nez u pH
kyselejsi oblasti diky vysokym vstupiim zivin a vy$s$i mirou nitrifikace, pii které se uvolnuji
H' ionty. U ostatnich piid byla DEA nepriikazné niz§i. Pomér N,O/N, se zmensil; u pad
s okyselenym pH bylo zjisténo nejvyssi procentické zastoupeni N,O z celkové produkce.
Tento fakt mize byt vysvétlen snizenim pH a posunem v metabolismu v pidé se
nachazejicich denitrifikatort. Posunuti poméru N>O/N; ve prospéch oxidu dusného pii snizeni
pH se shoduje s vysledky uvedenymi v praci Simka a kol. (Simek et al., 2002) a Scholenfielda
a kol. (Scholenfield et al., 1997), jakoz 1 se zavéry Firtha a Edwardse (Firth et Edwards,
1999). U zasadité reakce doSlo k vyznamnému poklesu DEA nejspiSe z divodi posunuti pH
mimo optimum. pH po pfidadni roztoku silné anorganické zéasady dosahovalo kolem 9,7.
Hlavnim produktem byl plynny dusik. Simek et al. (2002) ve srovnatelné praci uvadéji, ze pii
pH blizicimu se 10 u pidy, u které se nachézelo pH optimum pii podobné hodnoté pH (8,1),
vyznamné poklesla DEA a byl zjistén vyssi pomér N,O a N, nez u pidy, u které nebylo pH
pozménéno.

I kdyz je zfejmé, ze vysledky laboratornich experimentii nelze jednoduse ptfenaset do
podminek v terénu, a navic v naSem pfipad¢ nejsou vSechny vysledky zcela konzistentni,
ptesto vysledky provedenych experimentli naznacuji, Zze hnojeni (organické i mineralni) ma
vliv na odezvu plidnich mikroorganismi na vstupy zivin do zemédélské pudy. Zmény v
ptisunu zivin se tedy projevuji v mikrobidlnim spolecenstvu a nésledné ve velikosti produkce
plynnych metaboliti a ve zménach jejich poméru. Jednoduché laboratorni pokusy popsané
v této praci nemohou dat odpovéd’ na to, jestli viibec a pfipadné jak rizné hnojeni ovliviiuje
produkci N,O v pidé a jeho emise do atmosféry. Vysledky experimentii vSak nicméné
naznacuji, ze vlivem dlouhodobého hnojeni dochédzi ke zménam v mikrobidlnim spolecenstvu

a ze tyto zmény by mohly ovliviiovat i emise oxidu dusného v polnich podminkach.
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6. Zavéry

1. U ¢tyt studovanych pid byl zjiStén rozdilny denitrifika¢ni potencidl (DP). Nejnizsi DP byl
zaznamenan u pady nehnojené (28,72 pg N-N,O.g™'.d™"). U pudy hnojené hnojem (¢. 211) a u
pudy hnojené smési kejdy a slamy (¢. 611) byly zjistény velmi podobné hodnoty DP (33,89;
32,66 ng N-N,O.g".d™"). Nejvyssi DP byl zjistén u pudy nejvice hnojené, tedy u pidy hnojené
hnojem a mineralnimi hnojivy, a to 38,29 ug N-N,O.g™'.d”".

2. U vSech pud byl pfi méfeni denitrifikacniho potencidlu hlavnim produktem denitrifikace
molekularni dusik (N»). Podil oxidu dusného (N,O) z celkové produkce (N,+N,O) byl u pidy
nehnojené 13,7%, u pldy hnojené hnojem 7,1%, u pidy hnojené kejdou a sldmou 6,3% a u

pudy hnojené hnojem a mineralnimi hnojivy 34,5%.

hnojem a minerdlnimi hnojivy.
4. U tii studovanych pid byla zjisténa rozdilna aktivita denitrifika¢nich enzymii. Nejvyssi
DEA byla zjisténa u pidy hnojené hnojem a nejnizsi u ptidy nejvice hnojené (tedy hnojené

hnojem a mineralnimi hnojivy). Hlavni produkt denitrifikace byl ve shod¢ s vysledky métfeni

DP Vidy Nz.

cvwr

cvwr
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