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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na problematiku oxidace elementarni siry v pud¢é na
siranovou formu pfijatelnou rostlinami. Inkuba¢nimi testy byla studovana rychlost oxidace
siry Vv zavislosti na ptidni vlhkosti, pidni reakci, na obsahu Zeleza a riznych forem dusiku.
Zelezo bylo do pudy piidavano ve formé chloridd Zelezitého a Zeleznatého, dusik v podobé
dusi¢nanu amonného a mocoviny. Vodné vyluhy ptidy byly analyzovany metodou iontové
chromatografie s vodivostni detekci. Soucasné bylo zjistovano, jak se zmény pidnich
podminek promitnou do kvality a kvantity pidni mikrobialni populace, jejiz pfitomnost je pro

oxidaci siry nezbytna.

KLICOVA SLOVA

Elementérni sira, bakterialni oxidace siry, pidni reakce, ptidni vlhkost, ptidni dusik

ABSTRACT

Thesis is focused on the oxidation of elemental sulfur in soil to sulfate form
acceptable to the plants. Dependencies of sulfur oxidation rate on soil humidity, soil pH, and
on the iron and nitrogen content in soil were studied by means of incubation tests. Iron was
added to the soil in the form of ferric and ferrous chloride, nitrogen as ammonium nitrate and
urea. Aqueous extracts of soil were analyzed by ion chromatography with conductivity
detection. At the same time, it was investigated how changes in soil conditions are reflected in
the quality and quantity of soil microbial population, presence of which is necessary for the

oxidation of sulfur.
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OBSAH

L V0D ittt 9
2 TEORETICKA CAST ..ot 10
2.1 VYznam Siry Pro TOStHNY ....eeeiiiiiiiiiiiiie it snee e 10
2.2 STTA VPUAC c.eviiiiiie et ba e aare e 11
2.2.1  STTAIY 1ottt 12
2.2.2  SUITIAY ..ottt bbb neenre s 14
2.3 HINOJENT SITOUL .. uviiiiiiii ittt sttt s e e s st e ns e e e nbb e e e bbe e s bneesnbee e 15
2.3.1 Hnojiva na bazi elemMentarni SITY ......ccccveriereierieieieseseseeee e 16
2.3.2  Vizualni symptomy defiCitl SITY......ccouiiiieiiiiieiie e 20
2.4 Faktory ovlivitujici 0Xidaci SIry V PUAE .......occviiiiiiiiiiieiiee e 22
2.4.1 PUOAni MIKIOOTZANISINIY .. .c.viiuiiiiiiiiiireitienii ettt nne s 22
2.4.2  TePlota PUAY ...eooeeeiieiiieiie et 23
2.4.3  PUANT TEAKCE ... .eiuiieiiiiiietee ettt 24
2.4.4 Vlhkost a provzduSneéni PUAY ........cccevieiiiiiiieiic e 25
2.4.5 Velikost €astic elementarni SITY ..........cerviieiiiieiiiieiese e 26
2.5 Stanoveni SIry V PUAE.......ccoiiiiiiiiiiieiii e 27
2.5.1 Stanoveni CElKOVE SITY ......ccciiiiiiiiiiiicii e 27
2.5.2  StanOVENT SITANTL......eoviiieiiieiiie ettt nne s 28
2.6 Tontova ChroMAtOZIATIC .. ..eeiveieiiiiiieeie e 28
2.6.1  PrINCIP MELOUY ....ooviiiiieie ettt et sra et e e b e e beaneenreas 28
2.6.2  MELOAY EIEKCE......eeevieieiecie ettt sre e re e e b e e beaneenaeas 30
3 EXPERIMENTALNI CAST ..ot 33
3.1 PoUZite CheMIKALIC . ..c..vieiiieiiieic e 33
3.2 PouZité pristroje @ ZariZeN.......ccvieiiiiiiiiiiiiiiei s 34
3.3 PraCOVIL POSTUDY ...iiueitiiiiiiteitiei sttt bbb 35
3.3.1 Méfeni na iontovém chromatograful .........cceiveiiiiiiieiic e 35
3.3.2  Odbér a uprava vzorkil plidy pro inkubacni teSty ..........cceeerveeririiniieniieiiiie e 36
3.3.3 Stanoveni pidnich charakteristiK...........ccoooiiiiiiiiiiii 36
3.3.4  Extrakce Sirantl Z pUdy.......coceiieiiiiiiieiiiciece s 38

3.3.5 Frakcionace elementarni SITY ........ccocviveririiiiiiii s 38



3.3.6 Stanoveni poCtu bakterii v plde.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiii e 39

3.3.7  INKUDACHT tESEY ....vviiiiiiiiieciic s 39
3.3.7.1  Stanoveni vlivu padni vlhkosti na rychlost oxidace elementarni siry .............. 39
3.3.7.2 Stanoveni vlivu ptidni reakce na rychlost oxidace elementarni siry................. 41
3.3.7.3 Stanoveni vyménné ptidni reakce inkubovanych vzorki pady .........ccccevvvvennne 41
3.3.7.4  Stanoveni vlivu Zeleza na rychlost oxidace elementarni siry ...........c.cccoovrnrnne. 42
3.3.7.5 Stanoveni vlivu dusiku na rychlost oxidace elementarni siry.............cccoovevenne. 43

3.3.7.6  Stanoveni vlivu ptidnich podminek na ¢etnost mikrobidlni populace v pud¢ ..44

4 VYSLEDKY A DISKUZE .......cocoviiuiiiiiiieiereiessseies s es s ssssssse s 45
4.1 Vliv studovanych ptidnich faktord na rychlost oxidace elementarni siry...........cccocoeevnne. 45
4.1.1 VIV pUANT VINKOSE .evviiiiiiiicsici s 45
4.1.2 VIV PUANT TEAKCE ...viiiviiiiiiiie ittt sttt e st e et e e be e e snbna e 48
4.1.3 Vliv obsahu a oxidacniho stavu Zeleza.............ccoocveiiiiiiiiiiie e 52
4.1.4 Vliv obsahu a formy dusiku.........cooviiiiiiiiii 54
4.2 Vliv studovanych ptidnich faktord na cetnost mikrobidlni populace ..........cc.ccvvvervrnenne. 58
4.2.1 VIV PUANT TEAKCE ..vviiiviiiiiiiii ittt sttt be e e be e e snbne s 58
4.2.2 Vliv obsahu a oxidacniho stavu Zeleza...........cccoovieiiiiiiiii i 59
4.2.3 Vliv obsahu a formy dusiku..........cociiiiiiiiiiii 61
4.3 VI1astnosti POUZILE PUAY ...cc.ververriiieiiieieiiese e 63
4.3.1  ObSAN ZEIEZA ... e 63
4.3.2  PUANT TEAKCE ... eiieieiiii et 63
4.3.3  Stanoveni obSaU VOAY ........ccviiieiiiiiiiieiicie s 64
4.3.4 Ostatni pidni charakteriStiKy ........coooviiiiiiiiiiiii s 64
5 ZAVER oo 65



1 UVOD

Sira, prvek, ktery byl donedavna vniman piedev$im jako znecist'ujici latka spojovana
zvlasté s nezadoucimi ucinky kyselych destt, které v 70. a 80. letech minulého stoleti
likvidovaly lesni porosty, se dnes stava jednou z nejcastéji deficitnich zivin pro rostliny. Za
nedostatkem siry v pudé¢ stoji mnoho faktort, jako je intenzifikace zemédé&lstvi, pouziti hnojiv
s malym nebo nulovym obsahem siry, mensi vyuziti siry jako pesticidu nebo disledky ptdni
eroze a vyplavovani. Vyznamnym zdrojem siry v padé byly atmosférické depozice. Pocatkem
90. let vsak byly emise oxidu sifi¢itého (SO,) z primyslového spalovani fosilnich paliv a
pozdéji i emise vyfukovych plynt radikalné snizovany stanovenim ptisnych limitd. Tato
opatfeni a snaha o zvySovani vynosi zemédé€lskych plodin vedly k nedostate¢nému zasobeni
pudy sirou na mnohych mistech po celém svété. Protoze sira je nezbytny prvek pro syntézu
bilkovin, rast a vyvoj rostlin viibec, jeji deficit se stal zavaznou vyzivovou poruchou plodin
[1,2].

V poslednich desetiletich se hnojiva obsahujici siru stavaji predmétem vyzkumu. Diive
byla pfevazna Cast siry dodavéna do pldy prostiednictvim siranu amonného, superfosfatu
nebo sadrovce. Siranova hnojiva jsou pomérné nakladna, obtiZzné dostupnd pro jejich
nedostatek, a stale Castéji jSou nahrazovana modernimi hnojivy obsahujicimi elementarni siru.
Sira, jako odpadni produkt ropnych rafinérii, se stdva levnou surovinou pro vyrobu
primyslovych hnojiv v dostatecném mnozstvi. Oproti siranim neni rozpustna ve vodé a
nehrozi tak ztraty vyplavovanim. Siru rostliny pfijimaji z pidy kofenovym systémem
piedevsim ve formé siranového aniontu (SO4%). Elementarni sira se oxiduje na tuto rostlinami
ptijatelnou formu plsobenim pidnich mikroorganismi. Rychlost jeji oxidace zavisi
predevs§im na velikosti ¢astic elementarni siry, teploté, vlhkosti a provzdusnéni pidy, ptdni
reakci, mnozstvi a charakteru mikrobidlni populace. Pro pozadovany tucinek hnojiva
obsahujiciho elementarni siru je hlavnim problémem ptedvidani dosazitelnosti této ziviny
rostlinami. Je dalezité odhadnout spravné nac¢asovani aplikace a vhodnou davku pro konkrétni
zemé&délskou plodinu [3,4].

Do jaké miry ovliviiuji proces oxidace elementdrni siry na sirany vné&j$i podminky,
konkrétné vlhkost pidy, pidni reakce, mnozstvi zeleza a dusiku ve vzorku pudy, bylo ukolem
této prace. Soucasné bylo zjistovano, jak se zmény pidnich podminek promitnou do kvality a

kvantity ptidni mikrobialni populace, jejiz ptitomnost je pro oxidaci siry nezbytna.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vyznam siry pro rostliny

Sira je nepostradatelnym prvkem pro vSechny organismy. Nezbytnd je zejména pfi
syntéze aminokyseliny cysteinu, prekurzoru dulezitych sirnych sloucenin. Pfi jejim
nedostatku je potlaten pievazné rist nadzemni ¢asti rostliny. Dochazi k poklesu obsahu
chlorofylu a tim i hodnoty Cisté fotosyntézy. U rostlin deficitnich sirou se sniZzuje syntéza
enzymu a proteinti, zvlasté téch s vy$§im podilem cysteinu a methioninu. SniZena tvorba
glutathionu zase omezuje antioxida¢ni schopnosti organismu rostliny. Je potlacen rist rostliny
a dochazi k zloutnuti mladych listl. Nejmensi naroky na siru maji obiloviny, vyssi luskoviny

a nejvyssi olejniny.

Prijem siry rostlinou

Siru rostliny pfijimaji z pidy kofenovym systémem piedev§im ve formé aniontu
kyseliny sirové SO42. Pfijem iontll je aktivni, na energii zavisly proces, fizeny
elektrochemickym gradientem protont. Ionty spolecné s vodou prochazi pres epidermis,
vngjsi bunéénou vrstvu. Dale mohou byt transportovany tzv. apoplastickou cestou, pii ¢emz
se pohybuji pouze bunéénymi sténami a mezibunéénymi prostory, nebo cestou symplastickou,
pfi které se ionty dostavaji ptes plasmatickou membranu do buiiky a dalsi transport je mozny
pouze plasmodesmami nebo soustavou vnitinich membran. Poté, co se iont dostane do buriky,
je uloZen ve vakuole nebo ihned metabolizovan.

Rostliny jsou schopné pfijimat siru i mimokofenovym systémem, zejména jako oxid

sifi¢ity nebo H,S [5,6].

Asimilace siranovych aniontu

Pfemeéna siranti redukéni cestou je primarnim metabolismem siry v organismu rostlin.
Je to nenahraditelny enzymaticky proces. Pomoci energie adenosintrifosfatu
(ATP) je siranovy aniont aktivovan za pfitomnosti katalyzatoru ATP-sulfuryldzy na adenosin-
5’-fosfosulfat (APS). Na rozdil od Zivocichi, jsou rostliny schopné zredukovat aktivované
sirany v plastidech na sifi¢itany pomoci APS-reduktaz. Dalsim redukénim krokem je reakce
katalyzovana sulfitreduktazou, pii které se tvori sulfidy. V plastidech, mitochondriich a

cytosolu je sulfid zaclenén do O-acetylserinu a za pfitomnosti O-acetylserin(thiol)lyazy
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vznika cystein, pfimy nebo nepiimy prekurzor vSech organickych slouc¢enin obsahujicich siru
ptitomnych V rostlinach. Naslednou syntézou vznika dalsi sirnd aminokyselina methionin. Z
téchto latek vznikaji vyznamné sirné slouceniny, jako jsou proteiny, mastné kyseliny, vitamin
H, ferredoxin, koenzym A, vitamin B; a dal$i sekundarni metabolity [5,7]. Proces asimilace

siranl1 v rostlinach je znazornén na Obrazku 1.
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Obrazek 1: Asimilace sulfata v rostlinach [5].

2.2 Sirav pudé

Sira je 13. nejrozsifenégj$i prvek v zemské kife, jeji celkovy obsah kolisa mezi
hodnotami 0,06 — 0,10%. Puvodnim zdrojem siry v padé¢ jsou sulfidy kovi v horninach.
Vlivem pocasi jsou mineraly rozlozeny a sulfidy (S%) se oxiduji na sirany (SO4%). V
sedimentech se pii aerobnich podminkach anorganicky vazana sira vyskytuje témét vyhradné
ve formé sadrovce (CaS04.2H,0), ktery miize obsahovat az 15 % siranové siry. Za urcitych
podminek se sirany vysrazeji ve formé rozpustnych a nerozpustnych soli, mohou byt
absorbovany zivymi organismy, které maji schopnost anorganickou siru zabudovavat do
organickych sloucenin. Pfi anaerobnich podminkadch mohou byt sirany zpétné redukovany, a
potom se sira vV sedimentech nachazi predev§im ve formé sulfidu kovii. Zjednoduseny cyklus

siry probihajici v piidé, rostlindch a atmosféfe je znazornén na Obrazku 2.
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Sira je v pud€ piitomna v organické i anorganické formé. Témét 90% celkové siry
Vv povrchovych pudach tvoii organické sirné slouceniny, které pochéazeji z rostlinnych a
zivociSnych rezidui. Mineralizaci je organicky vazana sira prevedena na sirovodik (H»S),
ktery mize byt oxidovan piidnimi bakteriemi na elementéarni siru a nasledné na sirany, nebo je
uvoliiovan do atmosféry. Anorganicka slozka, minoritni z celkového mnozstvi siry v pude¢, je
zastoupena rozpustnymi, nerozpustnymi a adsorbovanymi sirany, a redukovanymi
slouc¢eninami siry, jako jsou sulfidy, thiosirany, polysulfidy, sifiCitany a elementarni sira.
Rozpustné a adsorbované sirany predstavuji snadno dostupny podil siry vyuzivany rostlinami.
Pomér organické a anorganické hmoty, mnozstvi jednotlivych sirnych sloucenin a jejich
transformace jsou ovlivnény konkrétni lokalitou. Zasadni roli hraje mistni podnebi, typ pudy,

vegetace a také zasahy ¢loveka [8].

Plant and animal 54 Anthropogenic
residues S0O,2 and natural SO,

Plant Uptake

SOIL SOLUTION
S0O,2

Volatilization

Mineralization

Y Leaching
Adsorbed =
or Labile -~ SO, 2 S0 S2-
,.‘ B 000 | e |- -~~~ -~~~ -~ -=---

Immobilization

Obrazek 2: Cyklus siry v piirodé [8].
2.2.1 Sirany

Dominantni a stabilni formou anorganické siry jsou v zemédé€lskych puadach, kde
ptrevladaji aerobni podminky, sirany. Slou¢eniny siry s niz§im oxida¢nim ¢islem se vyskytuji
V mensi mife.

Nerozpustné sirany se mohou vyskytovat na vapencovych pudach, kde jsou blokovany
Vv chemické vazbé s uhli¢itanem vapenatym (CaCOs3). Pro rostliny nejsou piistupné a
vyplavuji se jen nepatrné. Urcita dostupnost téchto latek se zvySuje s klesajicim pH, snizujici

se velikosti ¢astic CaCOg a s vyssi vlhkosti pudy [8,9].
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Vodorozpustné sirany jsou nejsnadnéji piijatelnou formou pro rostliny. Pozadavky
rostlin na pfijem siry jsou rtizné. Pro rist vétSiny plodin je optimalni koncentrace siranti 3 az
5 mg/kg. Nejmensi naroky na siru maji obiloviny, vyssi luskoviny a nejvyssi olejniny.
Variabilita mnozZstvi siranll je zplisobena jejich vysokou pohyblivosti. Koncentrace siranti v
pudach se béhem roku méni v zavislosti na atmosférickych spadech, intenzit¢ mineralizace
organickych rezidui, dodavce sirnych hnojiv, pfijmu sirand rostlinami, mnozstvi siran ve
srazkach nebo zavlahové vodé¢, mife vyplavovani a mikrobidlni aktivité. Niz§i hladiny siranii
jsou obvykle pozorovany v zimnim a jarnim obdobi, jako dusledek vyplavovani, vyssiho
pfijmu siry rostlinami a oslabené schopnosti mineralizace pii nizkych teplotach. Vysoka
Casoprostorova promeénlivost obsahu sirani v pudé je divodem obtizn¢ stanovitelné
predpovédi nutricniho stavu siry v pudé. Prehled vlivu faktori ¢asu a hloubky odebraného
pudniho vzorku ve vztahu K variabilité¢ obsahu sirantl v ptid¢ je uveden na Obrazku 3. Také
pramyslové zény mohou ovlivnit obsah siranti okolnich lokalit zvySenou koncentraci oxidu
sifi¢itého (SO,) v atmosféfe. VIiv na mnoZstvi sirant v pidé ma i povaha kationtii v pidnim
roztoku. Pokud pievladaji monovalentni kationty, jsou ztraty sirand pii vyplavovani nejvétsi,

se zvySujicim se mocenstvim se ztraty snizuji [1,8,9].

Sand
0.6-0m
Sampling date
W April
Sand o May
0.9-1m Yo July
Coefficient of variation (%)
B > 60
da i E 3060
Loam Sand Bl <30

0-1.5m 0-1.5m

Obrazek 3: Proménlivost obsahu sirand v zavislosti na ¢asovém faktoru a hloubce
odebraného vzorku u dvou typt pud (pis¢ité a jilové) [1].
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Adsorbované sirany na pudni koloidy jsou vyznamnou frakci zejména v kyselych,
vysoce zvétralych ptdach s hojnymi srdzkami. Adsorbované sirany vznikaji v dusledku
vyplavovani sirant z povrchovych vrstev a jejich akumulaci v podlozi, kde mohou tvofit az
tretinu celkové siry. Pro rostliny jsou obtizn¢ dostupné, pokud nemaji dostatecné vyvinuty
kotfenovy systém. Sirany jsou adsorbovany hydratovanymi oxidy Zeleza nebo hliniku a
hranami aluminosilikatt jilovych ¢astic pii nizkém pH. Pribeh adsorpce je fizen predevSim
elektrostatickymi mechanismy a chemickou sorpci. Adsorpce siranti se zvySuje s povrchem
jilovych mineralti a zévisi na povrchovém naboji. V dasledku pfitomnosti vét§iho mnozstvi
jilu a hydratovanych oxidl zeleza a hliniku probiha adsorpce intenzivnéji. Pii pH vétSim nez
6,5 je adsorpce zanedbatelnd, s klesajicim pH mnozstvi adsorbovanych siranti roste.
V neposledni fad¢ je adsorpce ovlivnéna pfitomnosti ostatnich aniontd.

Adsorbované sirany hraji jen malou roli pro pfimou vyzivu rostlin sirou, ale mohou mit

znacny vyznam pro vyvazenou bilanci siry v celém ekosystému [8,9].

2.2.2 Sulfidy

V anaerobnich podminkach se plidni sira vyskytuje zejména ve formé sulfidi.
Organicky vazana sira v podmacenych pidach podléha mineralizaci za vzniku H,S. Pokud se
sirovodik nevysrazi s kovem, unikd do atmosféry. Pidy obsahujici dostatek zeleza poskytuji
optimalni podminky pro reakci H,S s Zeleznatym iontem za vzniku sulfidu Zeleznatého, ktery
podléha konverzi na pyrit (FeS;). Pyrit mize byt oxidovan na siran za pfitomnosti
molekularniho kysliku nebo plisobenim Zelezitého iontu jako oxida¢niho ¢inidla, nasledné se
zelezity iont hydrolyzuje [8]. Pribéh rozpousténi pyritu je znazornén na Obrazku 4 (a).

Pti ptechodu k aerobnim pldnim podminkam dochazi k postupné oxidaci H,S, tzv.
sulfurikaci. Sulfurikace je proces oxidace redukovanych sloucenin siry fyziologickou
skupinou sirnych bakterii, zejména zastupct rodu Acidithiobacillus (ptivodné oznacované
jako rod Thiobacillus), kteti maji schopnost ristu i v extrémné nizkém pH. Samy produku;ji
kyselinu sirovou, ktera pfi nedostatku CaCOs zplsobuje silné¢ okyseleni pudy. Stavaji se
hlavni pfi¢inou tzv. mikrobialni koroze betonu a zeleznych materialti [9]. Oxidace probiha

podle rovnice (1).

SH — S — $,05 — S,06° — SO, (1)
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Vsichni zastupci rodu Acidithiobacillus jsou chemolitotrofni organismy, to znamena, ze
ziskavaji energii oxidaci anorganickych latek. Jedinym zdrojem uhliku je pro n€ oxid uhlicity

[10]. Mechanismus oxidace je znazornén na Obrazku 4 (b).

Fe 52
|
Fe“‘/\’ 55 5° HS ™
02
20
2 ___-Co,
. T.thiooxidans : ’
T.ferrooxidans (T-ferrooxidans) Thiobacillus
biomass
W v H* v Ht
Fett® SO, SO
HZO 4 4
\K—> H>
(a) (b)

Obrazek 4: Rozpousténi pyritu pisobenim bakterii rodu Thiobacillus (a). Oxidace sirovodiku
pusobenim bakterii rodu Thiobacillus (b) [10].

2.3 Hnojeni sirou

Problém zavaZzného nedostatku siry stdle existuje ve velkém méfitku i1 pfes to, Ze
onemocnéni rostlin vyplyvajici z deficitu siry jsou studovana déle nez 20 let. Divodem jsou S
nejvetsi pravdépodobnosti obecna doporuceni pro aplikaci sirnych hnojiv, doporuceni, ktera
neberou v Givahu ridznorodost pidnich typt, mistni klima a dalsi dilezité charakteristiky pfi
péstovani zemédé&lskych plodin v konkrétni lokalité.

Optimalni nac¢asovani, davka a forma sirnych hnojiv zavisi na konkrétnim poZzadavku
plodin na siru a na technice aplikovani. Davkovani siry by mélo byt rozvrzeno tak, Ze na
podzim se sirou hnoji k uspokojeni pozadavkil rostliny po sife pfed zimou a na podporu
pfirozené odolnosti proti patogentim. Na zacatku vegetacniho obdobi by méla byt sira pouzita
spole¢né s dusikem, naptiklad se statkovymi hnojivy.

V mineralnich hnojivech je sira rostlinam obvykle k dispozici jako siranovy iont,
sifi¢itan nebo elementarni sira. Siran je pfijimén kofenovym systémem rostliny piimo,
zatimco sifi¢itan a elementarni sira musi byt prostfednictvim mikrobialni oxidace na siran
prevedeny. Sirnd hnojiva mohou byt aplikovana jak v tuhé, tak v kapalné formé, a to do pudy

nebo jako listova vyziva [1].

15



Mineralni sira je ve vétsiné ptipadti dodavéana jako siran amonny nebo superfosfat. Dalsi
bézné pouzivand siranova hnojiva jsou siran draselny, sadrovec, siran hofec¢naty a dalsi, ktera
jsou uvedena v Tabulce 1. Studie, ktera srovnava ucinnost siranovych hnojiv, ukazala, ze
vSechny siranové formy si rostlina rychle osvojuje a maji srovnatelny ucinek na ptirtstek
vynosu. Faktorem vybéru siranového hnojiva mohou byt pfevazné naklady. Vzristajici

tendenci pouziti maji v poslednich letech hnojiva obsahujici elementarni siru [8, 11].

Tabulka 1: Nejvice pouzivana sirna hnojiva a jejich obsah hlavnich Zivin [8].

Plant Nutrient Content (%)
Material Formula N P50 K,0 S
Ammonium nitrate-sulfate NH,NOy - (NH,),S0, 30 0 0 5
Ammonium phosphate MAP (crude) 11 18 0 2.2
Ammonium phosphate-sulfate MAP, DAP + (NH,),SO, 16.5 20.5 0 15.5
13 39 0 7
Ammonium polysulfide solution NH,S, 20 0 0 45
Ammonium sulfate (NH,) SO, 21 0 0 24.2
Ammonium thiosulfate solution (NH,)S,04 12 0 0 26
Ferrous sulfate FeSO, - H,O 0 0 0 18.8
Gypsum (hydrated) CaSO, - 2H,0 0 0 0 18.6
Magnesium sulfate (Epsom salt) MgSO, - 7TH,O 0 0 0 13
Potassium sulfate K,SO, 0 0 50 17.6
Potassium-magnesium sulfate K,SO, - 2MgSO, 0 0 22 22
Potassium thiosulfate KoSoO4 0 0 25 17
Potassium polysulfide KS, 0 0 22 23
Sulfuric acid (100%) H,S0O, 0 0 0 32.7
Sulfur s’ 0 0 0 100
Sulfur (granular with additives) 0-7 0 0 68-95
Sulfur dioxide SO, 0 0 0 50
Superphosphate, single Ca(H,PO,), + CaSO, - 2H,0 0 20 0 13.9
Superphosphate, triple Ca(H,PO,), + CaSO, - 2H,0O 0 46 0 1.5
Urea-sulfur CO(NH,), + S 36-40 0 0 10-20
Urea-sulfuric acid CO(NH,), - H,SO, 10-28 9-18
Zinc sulfate ZnSO, - H,O 0 0 0 17.8

2.3.1 Hnojiva na bazi elementarni siry

Elementérni sira je Zlutd, ve vod¢é nerozpustna pevna latka. Kdyz se jemné pomele a
promisi s pidou, je oxidovdna pidnimi mikroorganismy na rostlinami pfijatelnou formu,
siran. Rychlost oxidace siry je zavisla na né€kolika faktorech, jako je velikost ¢astic, pidni
podminky nebo zplsob aplikace. V zavislosti na téchto podminkéch se sira postupné uvoliuje
Vv siranové formé. Jedna se o hnojivo s nizkou nachylnosti ke ztratim vyplavovanim. Sira ma
fungicidni a akaricidni ucinky. Nezanedbatelnou vyhodou elementdrni siry jsou mensi

naklady na manipulaci a transport, coz je dano vysokou koncentraci siry v tomto hnojivu a

16



tedy i jeho niz8i spoticbou. Vzhledem k tomu, Ze se vétSinou jedna o odpadni produkt
ropnych rafinerii, jehoz mnozstvi bezpeéné¢ pokryje pozadavky priimyslovych odbérateld,
jeho nadbytek se stava relativné levnou a snadno dostupnou surovinou pro vyrobu
pramyslovych hnojiv. Elementarni sira mtze byt pouzita v pevné form¢, ve vodnych
suspenzich, ve smési s jinymi hnojivy nebo jako obalova slozka napiiklad mocoviny, fosfati

nebo jilu. Z bezpecnostnich diivoda se nedoporucuje miseni S dusi¢nanem amonnym [1,8,12].

Granulovana mikronizovana sira

Granulovana mikronizovana sira s obsahem S° kolem 95% se sklada z &astic mengich
nez 74um spojenych vodorozpustnym pojivem. Vlivem smaceni a povétrnostnich podminek
se granule mikronizované elementarni siry rychle rozpadaji. Dostupnost siry pro rostliny
muze byt fizena volbou velikosti ¢astic [8,12]. Jedna z moznych forem granulované siry je

uvedena na Obrazku 5 (a).

Vodné sirné suspenze

Velmi jemné namletou elementarni siru (1-10 pum) s ptidavkem 2 az 3% jilu lze
suspendovat ve vodé€. Vzniklé suspenze obsahuji 40 az 60% siry a nejcastéji se pouzivaji jako
listové suspenzni hnojivo. Pivodné byly sirné suspenze aplikovany jako Sirokospektralni

ochranny prostiedek k ni¢eni hub a plisni [8,12].

S - bentonit

S-bentonit je granulované sirné hnojivo, které mize byt pouzito jako zdroj rostlinnych
zivin nebo jako doplnek pro korekci problémovych alkalickych zemin. Po tom, co se granule
S-bentonitu dostanou do kontaktu svodou, bobtnaji a rozpadaji se, ¢imz napomahaji
rozptyleni Castic siry a jejich oxidaci. Obvykly pomér siry a bentonitu v granulich se
pohybuje kolem 9:1. Smés lze pripravit suchou cestou a poté ji granulovat, nebo vlhkou
cestou, kdy se bentonit ptidava do roztavené siry a nasledné se granuluje [13]. Tablety S-

bentonitu jsou zobrazeny na Obrazku 5 (b).
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Obrazek 5: Granulovana sirna hnojiva: (a) mikronizovana granulovana sira, (b) S-bentonit

[13].

Roztok siry v bezvodém amoniaku

Elementarni sira je rozpustnd v bezvodém amoniaku. Smichanim téchto dvou latek
s vysokym obsahem Zivin, dusiku a siry, vznik4d velice G¢innd smés. Vyrobce z USA
charakterizuje tento produkt oznacenim 74-0-0-10S. S vyrobou hnojiva ale pfichazeji velice
zdvazné problémy. Jemné namletd sira se zavadi do bezvodého amoniaku pod tlakem a
sebemensi mnozstvi vody nebo SO, plsobi vazné korozivni u¢inky. Muze dochazet
K ucpavani trysek pti aplikaci a transportu. Z tohoto divodu, je vyrobek na trhu pomérné

omezeny [13].

Superfosfat obohaceny sirou

Siran obsazeny v superfosfatu je doplnén elementarni sirou pro dlouhodobé

pusobeni [9].

Granulovand hnojiva obalovand sirou

Elementarni sira se casto pouzivd jako povrchovd uprava dobfe rozpustnych
granulovanych hnojiv. Nastfikem taveniny elementarni siry se vytvoii porézni obal, jehoz
pory pomalu pronikd voda dovniti partikule. Uvnité obalu se tvofi roztok zivin, ktery je
postupné uvoliiovan do pudy. Timto zptsobem se upravuji napiiklad trojity superfosfat
(TSP), hydrogenfosfore¢nan amonny (DAP), dihydrogenfosfore¢nan amonny (MAP) nebo
mocovina (SCU) [9].
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Mocovina obalovana sirou (SCU)

Mocovina je dusikaté vodorozpustné hnojivo obsahujici 40% N. Pro pomalejsi
uvoliiovani dusiku do pudy se obaluje elementarni sirou, kterd tvoii vodonerozpustnou
mikroporézni bariéru. SCU se vyrabi nastiikem roztavené siry na predehiaté castice
mocoviny. Jakmile se sira dotkne jejich povrchu, tak ztuhne a vytvoii povlak granule. Kvuli
malé odolnosti proti narazu a otéru se na povrch siry jes$té nanasi ochranné vrstvy polymeru,
vosku nebo dehtu, které zaplni mikroskopické pory a trhliny sirného obalu. Rez granule
obalované mocoviny je znazornén na Obrazku 6. Pod vrstvu elementarni siry nebo na jeji
povrch se mohou aplikovat dalsi G€inné latky, jako jsou pesticidy, latky zabranujici spékéani

nebo jina hnojiva [12,13].

\a-/

[ Urea
] Sealant
3 Sulphur

Obrazek 6: Vyiez granule mocoviny obalované sirou a ochranou povrchovou vrstvou [13].

Bentonit se sirou a lignosulfonaty

Smisenim mikronizované siry, praSkového bentonitu a vodného roztoku lignosulfonatu
vznikd smés, ktera se granuluje a nasledné susi. PouZitim mikronizované siry vznika porovita
granule, kterd rychleji nabobtné bentonitovou slozku. Navic se do pidy uvoliiuji ¢astice siry 0
mensi velikosti, nezli tomu je u produktu z klasické vyroby zaloZzené na smichani mletého
bentonitu s roztavenou sirou. Lignosulfonat podporuje rovnomeérné rozptyleni siry v produktu
[17].
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2.3.2 Vizualni symptomy deficitu siry

V rostlinach trpicich nedostatkem siry se hromadi neproteinovy dusik ve formé¢ NH; a
NOs". Pro efektivni vyuziti dusiku mikroflorou zvitat je tfeba, aby se pomér N/S v krmivu
pohyboval kolem hodnoty 9:1. Optimalni obsah téchto zivin ma tedy pozitivni vliv na kvalitu
krmiv a nasledn€ 1 na vyzivu zvitat. Pti deficitu siry se hromadi NOj3™ v tkéni listii zeleniny a
to mize ovlivnit kvalitu potravin pro ¢lovéka. Na Obrazku 7 je dobie vidét, ze mnozstvi
naakumulovanych dusi¢nanti v saldtu vyrazné stoupd az pfi deficitu siry, kdy je nedostatek

Ziviny jiz vizualné dobfe zietelny (cca < 2,5 mg S/g susiny) [8].

50

40

30 Y = 69.35*EXP(—1.128*X) + 0.643

r2 =97%

NITRATE CONTENT (mg/g)

20
.t Symptomatic level
0 | S oo g0 o0
0 1 2 3 4 5 6 74

SULFUR CONTENT (mg/g)

Obrazek 7: Koncentrace dusi¢nant v suSing salatu v zavislosti na nutri¢nim stavu rostliny
z pohledu siry [8].

Deficit siry se u zeméd¢lskych plodin projevuje zakrnélym vzristem, svétle zelenym az
zlutym zbarvenim mladych listd, méné¢ vyvinutymi kvéty a poskozenymi semeny (viz
Obrazek 8). U brukvovitych zemédélskych plodin mohou byt listy zdeformované, zarudlé az
fialové. Ptiznaky nedostatku siry se projevuji také na kvétech, které jsou méné vyvinuté a
bledsi. Poskozené a redukované byvaji i plody. V mnoha pfipadech jsou tyto piiznaky
zaménovany za priznaky deficitu dusiku a mohou vést K nespravné diagnostice nutri¢niho
stavu plodiny. Obecné plati, ze vizualni symptomy nedostatku siry postihuji primarné mladé
listy a pii deficitu dusiku listy star$i. Po dlouhodobém pusobeni nedostatku ziviny miiZze byt
ale zasaZena cela rostlina a je vhodné&jsi provést analyzu, aby byl zjistén pfesny nutri¢ni stav

rostliny [3,8].
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Obrazek 8: Deficit siry u zemédé€lskych plodin. (a) Deficit siry u kukufice (rostliny vlevo);
(b) Deficit siry u psenice; (c) Deficit siry u fepky (rostliny vpravo); (d) Deficit siry u soji
(rostliny vlevo) [3,8].
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2.4 Faktory ovlivitujici oxidaci siry v pudé

Oxidace elementarni siry, sulfidi a dalSich redukovanych forem siry v pidé miize
probihat cist¢ chemickou cestou, kterd je ovSem velice zdlouhavd, a proto je mnohem
vyznamnéj§i mikrobidlni oxidace. Na rychlost oxidace ma vliv pfedevSim zastoupeni

mikrobialni populace, charakter oxidované siry a pudni podminky [8].

2.4.1 Pudni mikroorganismy

Uz v 70. letech minulého stoleti byly uvazovany dva zakladni mechanismy oxida¢nich
ucinkl bakterii na redukované formy siry — pfimy a neptimy. V soucasné dob¢ je biooxidace
povazovana za komplexni chemicky d¢j, ve kterém mikroorganismy sehravaji vyznamnou
ulohu, a to nikoliv piimo, ale prostiednictvim produkt svého metabolismu. Vyznam bakterii
V nepfimém mechanismu biooxidace spociva v recyklaci redukovanych forem zeleza a
v generovani kyselych vodikt. Tuto vlastnost splituji chemolitotrofni bakterie oxidujici zelezo
nebo siru a archaea. V disledku biooxidace sloucenin siry vznika kyselina sirova, a proto
musi byt tyto druhy acidofilni. Jedné se pfevazné€ o autotrofni organismy, které jsou schopné
vazat vzdusny CO, do organickych sloucenin. Jako zdroj metabolické energie vyuzivaji
rozdilu potenciali mezi elektronovym donorem (Fe?*/Fe®* neboS%/S0O,*) a akceptorem
elektroni  (napfiklad O,/H,O v aerobnich podminkach). Mechanismus pusobeni
mikroorganismit na sulfidickou siru byl znazornén na Obrazku 4 v kapitole 2.2.2.
V anaerobnich podminkach nebo v prosttedi s omezenym piistupem kysliku mohou

mikroorganismy vyuzivat jako terminélni akceptor elektronti ionty Fe* [14].

Nejvyznamnéjsi zastupci pidnich mikroorganismt podilejicich se na oxidaci sirnych
sloucenin jsou autotrofni bakterie (Acidithiobacillus, Thiotrix, Beggiaboa), archebakterie
(Acidianus brierley) ale i n€které heterotrofni houby (Aspergillus, Fusarium) [15].

Rod Acidithiobacillus, pivodné oznacovany jako Thiobacillus, zastfesuje nékolik
druhii, které vyznamné zasahuji do oxida¢nich transformaci sirnych sloucenin. Jsou to
chemolitotrofni At. denitrificans, At. ferrooxidans nebo At. thiooxidans. Acidithiobacillus
ferrooxidans je detailné prostudovanym acidofilnim druhem oxidujicim Zelezo a siru. Je
schopny metabolizovat za aerobnich 1 anaerobnich podminek a dokaZze pfijimat elektrony
z elementarni siry, dvojmocného zeleza i vodiku. Elektrony z redukovanych forem siry a

zeleza jsou zdrojem energie pro syntézu ATP a NAD(P)H v organismu bakterii [14].
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Zajimavou skupinou mikroorganismu, ktera se podili na oxidaci sirnych sloucenin, jsou
fototrofni bakterie. Purpurové (Chromatium) a zelené (Chlorobium) sirné bakterie jsou
obligitn¢ anaerobni organismy, vyuzivajici svétlo jako zdroj energie. Vyskytuji se prevazné
ve stojatych vodach vystavenych svétlu nebo v mocalech obsahujicich H,S. Pravé sulfan
slouzi jako donor elektront pii fotosyntéze misto vodiku [15]. Mechanismus probihajicich

pochodt u fototrofnich sirnych bakterii je znazornén rovnici (2) [8].

SVETLO 0
CO, + 2H,S —— [CH,0] + H,0 + S (2)

2.4.2 Teplota pudy

Biooxidace muize probihat v Sirokém rozsahu teplot a sloZeni mikrobialni populace
oxidujici Zelezo a siru je na tomto faktoru zavislé. Oxidace siry zaind pfi teplotach vysSich
nez 5°C a jeji rychlost roste steplotou, jak je naznaceno na Obrazku 9. Metabolicky

nejaktivnéjsi jsou ptdni mikroorganismy od 20 do 45°C a pii teplotach vyssich nez 55°C

obvykle hynou [8,14].

70 |- Incubation time (days)
g i 74 14
f 401 = Z 15°C
- 9 z N
< ol 30°C 2 15°CY =
) 2F 45°c 50150% 5°C % %
i Rce pop = g
id=u BE, B 7 Yy
= = =7

SOIL
Obrazek 9: Vliv teploty a délky inkubace na oxidaci elementérni siry v padé [8].
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Rovnéz z experimentu, ktery byl zalozen na inkubaci dvou vzorku pfi teplotach 20 a
30°C, vyplyva, ze rychlost oxidace elementarni siry tizce souvisi s teplotou. Po 14 dnech
inkubace se zoxidovalo 6% a 12,4% ptvodniho obsahu elementérni siry pti 20, resp. 30°C, po
¢tyfech tydnech inkubace to bylo 15,3% a 17,8% siry. Oxidace probihala rychle v prvnich
Ctyfech tydnech, poté se jeji rychlost zpomalila (viz Obrazek 10) [16]. Z literarnich udaja [8]
je ziejmé, ze v redlnych polnich podminkach by oxidace probihala pomaleji nez pfti

experimentalni inkubaci.
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Obrizek 10: Casové priibéhy oxidace elementarni siry v ptidé pfi riiznych teplotach (extrakce
vodou a roztokem CacCl,) [16].

2.4.3 Pudni reakce

Optimalni hodnota pH pro oxidaci siry tizce souvisi s charakterem bakteridlni populace
v pud¢. Zatimco Thiobacillus thiooxidans je extrémné acidofilni bakterie a dokaze ptezivat i
pii pH 2 az 3, Thiobacillus thioparus ma optimalni pH mezi 4,5 — 5, a v kyselejsim prostiedi
neni schopen ristu. Behem oxidace mize dochazet k poklesu pH i o n¢kolik jednotek, jak je
ziejmé z Tabulky 2. Okyseleni ptidy mize mit pozitivni G¢inek z hlediska potlaceni infekce
vV podobé houbovych patogent. V pis€itych pidach o vysokém pH mize oxidace siry zmirnit
Spatnou dostupnost esencialnich stopovych zivin. Acidifikace pid musi byt vyvéazena
vapnénim, aby se ptedeslo strukturnim problémiim, zejména u plid s vysokym obsahem jilu
[16].
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Tabulka 2: Hodnoty pH ptdnich vyluhi pfi riznych teplotach a dobach inkubace [16].

Temperature SO pH
application
0d 14d 28d 42d 56d 70d 84d
o &
20 With 6.98 3.41 3.00 297 295 2.97 2.93
Without 7.02 694 7.00 6.96 6.99 6.96 6.99
30 With 6.98 2.890 299 294 285 2.84 282
Without 7.02 691 694 6.89 6.94 6.83 6.86

2.4.4 Vlhkost a provzdusnéni pudy

Prevazna vétSina sirnych bakterii jsou aerobni mikroorganismy, které pro svij

metabolismus potiebuji kyslik. Mnozstvi kysliku v ptidé se méni vlivem zamokieni a souvisi

S porovitosti a kapilarni kapacitou pidy. Vzduch se drzi v nekapilarnich porech, které po

zamokteni voda rychle opousti a pfi nedostatecném provzdusnéni se brzdi vymeéna plyni,

dilezita pro aktivitu ptidnich bakterii. Oxidaci sirnych sloucenin neprospiva ani pfili§ mokra

ani pfili§ suchd zemina. Z mnohych experimentd bylo zjisténo, ze optimalni pribeh oxidace

siry probiha v blizkosti polni vodni kapacity. Polni vodni kapacita piedstavuje takovou

vlhkost plidy, pfi niz je voda zadrzovéna v kapilarach a gravitani voda odtéka do podlozi.

Hodnota pudni vlhkosti se uddavd v hmotnostnich procentech nékolika riznymi

charakteristikami, které se li§i experimentalnim stanovenim i vyslednymi hodnotami. Jejich

ptiklady jsou uvedené a popsané nize [8].

e Plna vodni kapacita (nasaklivost) udavd maximalni mnozstvi vody, které mize ptda

pojmout pii zaplnéni v§ech pord vodou. V pid¢ nastava bezprostiedné po desti.

e Retencni vodni kapacita (maximalni kapilarni vodni kapacita) ptedstavuje nejveétsi

mnozstvi vody zadrzené v kapilarach, pficemz gravitani voda odtéka do podlozi.

o Absolutni pudni vlhkost udava obsah vody v zemin¢ stanoveny susenim pii 105°C.

e Relativni pidni vihkost vyjadiuje pomér absolutni pidni vlhkosti a retencni vodni

kapacity.

o Vzdusna pudni kapacita vyjadiuje obsah vzduchu v pude (porovitost) pii retenéni

vodni kapacité (kapilary vyplnéné vodou).

e Bod vadnuti odpovida stavu ptdni vlhkosti, kdy rostliny svoji saci silou nestaci

piekonat sily, kterymi je pudni voda poutana a vadnou [18,19].
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2.4.5 Velikost ¢astic elementarni siry

Velikost ¢astic elementarni siry je zasadni, rychlost fidici faktor jeji oxidace na sirany.
Rychlost oxidace siry na sirany a tedy jeji dostupnost (pfijatelnost) pro rostliny se zvySuje
s rostoucim povrchem ¢astic. Protoze vztah mezi povrchem cCastic a jejich primérem je pfi
konstantni hmotnosti inverzni, rychlost oxidace se s klesajicim primérem ¢astic
exponencialné zvySuje. Vztah mezi zminénymi faktory je graficky znazornén na Obrazku 11.
Jemn¢ namletd sira zapracovand do pudy s vysokou oxidacni schopnosti miize za urcitych
podminek svou dostupnosti konkurovat i siranovym hnojivim [8]. Doporucené velikosti
¢astic siry pro maximalni agronomickou ucinnost za riznych podminek jsou shrnuty

v Tabulce 3.

Tabulka 3: Doporucené velikosti Castic elementarni siry pro maximalni agronomickou

ucinnost [20].

Klimaticka zona mirné chladna tepla a vlhka
KaZdoro¢ni aplikace <250um
b = 150um (50% < 150um)
Aplikace jednou za dva roky <250pm <500pm
(50% < 150pum) (50% < 250um)

Specific surface (cm2 g™)

0 250 500 750 1000
I [ I I I
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Sulfur uptake (mg pot™)
o
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Particle size
-
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Mean particle size (mm)

Obrazek 11: Zavislost piijmu siry kukufici na velikosti Castic a jejich specifickém

povrchu [1].
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2.5 Stanoveni siry v pudé

Siru rostliny pfijimaji pfedev§im kofenovym systémem z pudniho roztoku, a proto je
pro piipadné hnojeni sirou vyznamnou informaci jeji aktualni zadsoba v pidé. Podle studii jsou
nejlépe dostupnou formou siry v ptidé vodorozpustné sirany, nasleduji adsorbované sirany a
sulfatové estery. Tyto frakce lze povazovat za doporuceny indikator stavu zasobenosti ptd
sirou. Ostatni formy maji jen maly vyznam pro vyzivu rostlin ale pro charakterizaci pudy je

vhodné znat i celkovy obsah této ziviny [9].

2.5.1 Stanoveni celkové siry

Mnozstvi celkové siry v pidé se pohybuje v Sirokém intervalu hodnot, a to pfedevsim
V zévislosti na plidnim typu a hloubce odebiraného vzorku. Organické pidy mohou obsahovat
az 0,5% siry. Metody pro stanoveni celkové siry v ptidé zahrnuji dva po sob¢ jdouci kroky.
Nejprve je tieba prevést veskerou pidni siru na jednotnou formu, a to bud’ oxidaci na siran,
nebo redukci na sulfid. Druhym krokem je samotné stanoveni vzniklych siranii nebo sulfidi.

Zasadni vliv na mnozstvi siry v méfeném vyluhu méa vybér extrahovadla. Kazdé
extrahovadlo ma totiz jinou schopnost uvoliiovat sirné slouc¢eniny do vyluhu. PouZzitim
riznych extrakénich postupl lze rozlisit zastoupeni lehce a obtizné rozpustnych sirand ve
vzorku. Naptiklad vodny vyluh extrahuje z pidy mnohem méné siry nez extrakéni roztok dle
Melicha 3 (NH4F, NH4sNO3 EDTA, HNO3 CH3COOH) nebo roztok dihydrogenfosfore¢nanu
vapenatého (MCP). Jako nejvhodnéjsi se pro stanoveni siry pfistupné rostlinam jevi vodny
vyluh v poméru piida - voda 1:5, ktery je také doporudovan CSN ISO 11048.

Ve vétsiné piipadil je sira z plidy vyextrahovdna ve formé siranil, které se detekuji.
Vyse uvedend mezindrodni norma ISO zahrnuje pouze postup gravimetrického stanoveni
vazanym plazmatem (ICP-OES), ktera dokaze v extraktu stanovit organickou i anorganickou
siru velice pfesn¢. Déle se pouzivad metoda fotometricka, pii které se redukuje veSkera sira na
sulfan a ten je stanoven metodou metylenové modfi. Pro stanoveni celkové siry je mozné

pouzit i iontovou chromatografii [21,22].
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2.5.2 Stanoveni siranu

Norma ISO 11048 zahrnuje stanoveni sirantl v ptidé po extrakci vodou (ptuda : voda =
1:2, poptipad¢ 1:5) nebo kyselinou chlorovodikovou zfedénou 1:1 (ptida : kyselina = 1:5).
Norma uvadi pouze gravimetrické stanoveni sirani v puad¢, pii kterém se sirany srazi
roztokem chloridu barnatého v kyselém prostfedi na siran barnaty. Pii nizSich koncentracich
sirani nez je 10 mg.l™ vroztoku, norma pfipousti i stanoveni ICP-OES, nepfimou
fotometrickou prito¢nou vsttikovaci analyzu (FIA), turbidimetrické FIA stanoveni, iontovou
chromatografii nebo kapilarni zonovou elektroforézu.

Pii stanoveni siran v pid¢ iontovou chromatografii, se z pohledu stanoveni mnozstvi
siry pfijatelné rostlinami jevi jako nejvhodnéj$i extrahovadlo voda. Dal§imi moznymi
extrakénimi ¢inidly jsou roztoky NaCl, LiCl nebo CaCl,. Roztok NaHCO; a CaCOj
Vv suspenzi jsou ucinna vyluhovadla, ale mohou ¢asteéné extrahovat i organickou siru, a tim
ovlivnit vysledky. Roztok KH,PO, extrahuje ¢aste¢né i adsorbované sirany, ale nevyhodou je

obtizna filtrace vyluhu [21,22].

2.6 lontova chromatografie

2.6.1 Princip metody

Iontova chromatografie je kvalitativni a kvantitativni separacni technika, zaloZena na
déleni latek mezi dvé faze - mobilni (roztok elektrolytu) a stacionarni (ionex). Mechanismus
Separace je zaloZen na principu iontové vymény mezi iontovymi latkami obsazenymi
vV mobilni fazi a iontové vyménnymi skupinami vazanymi na nosi¢i. lonex je tvofen
makromolekularni matrici, nejcast&ji polystyrenovou, styren-divinylbenzenovou nebo
akrylatovou, modifikovanou kyselymi nebo bazickymi iontové vyménnymi skupinami.
Pfi prichodu vzorku separaéni kolonou jsou jeho iontové slozky na ni vice ¢i méné
zadrzovany dle jejich afinity k funkénim skupinam ionexu a v souladu s neustile se
obnovujici a porusSujici se iontové vyménnou rovnovahou. Oddélené slozky vzorku jsou na
vystupu z kolony detekovany vhodnou metodou. Podle reten¢niho Casu je konkrétni latka
identifikovana a podle intenzity signalu kvantifikovana. Schéma iontového chromatografu je
uvedenona Obrazku 12. Obrazek 13 pak zobrazuje ptiklad chromatogramu smési aniontt

(zavislost detekovaného signalu na Case) [23,24].
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Podle separacniho mechanismu muize byt iontova chromatografie rozdélena do tii
skupin: iontové vymeénna chromatografie (IEC), vytésitovaci iontovd chromatografie (ICE) a

iontova chromatografie s aktivni mobilni fazi (MPIC) [24].

davkovat vzorku

¢ smér toku A B mobilni faze +

bzdsobnik mobilni faze | | | mobilni faze » 'l' slozka vyhodnocovaci
bvysokotlaké cerpadlo b —p| detekior [ Vaiizeni
hodplyhovac

Obrazek 12: Schéma iontového chromatografu [23].

- —HPO,2-

I T T

0 2 4 &

Minutes:

Obrazek13: HPIC chromatogram smési aniontt [24].

Pii iontové vyménné chromatografii jsou analyzované ionty zadrzovany na aktivnich
centrech stacionarni faze, ktera jsou v piipadé anexu obvykle tvofena bazickymi amoniovymi
nebo aminovymi skupinami a v pfipadé¢ katexu kyselymi karboxylovymi nebo
sulfoskupinami. Po celou dobu se ustavuje iontové vymenna rovnovaha mezi mobilni fazi,

vzorkem a skupinami ionexu.
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Iontové vytésnovaci chromatografie pracuje se separacni kolonou tvofenou
mikroporézni kationickou ionexovou pryskyfici s vysokym obsahem sulfonovych skupin. Na
povrchu je vytvotfena polopropustnd nabitd vrstva. Silné anionty jsou povrchem odpuzovany a
prochazeji kolonou nejrychleji. Slozky neutralni az kyselé, jako jsou organické kyseliny, touto
vrstvou difunduji a reaguji s ionexem. Eluénim ¢inidlem je obvykle néktera ze silnych
alkylsulfonovych kyselin.

K separaci hydrofobnich iontii se pouzivé iontova chromatografie s aktivni mobilni fazi.
Separovany kationt vytvoii iontovy par s nékterou z alifatickych sulfonovych kyselin, nebo
obdobné separovany aniont s kvarterni amoniovou bazi. Vzniklé pary puasobi relativné
neutrdlné a interaguji s neutrdlnim povchem ionexu, pficemz rozsah interakce zavisi na

hydrofobnosti paru [24].

2.6.2 Metody detekce

Metoda detekce v iontové chromatografii by méla byt volena tak, aby byla selektivni
pro analyt a malo citliva pro mobilni fazi (pokud jde o pfimou metodu). Pouzivané metody Ize
rozdelit na ptfimé, pii kterych se detekuje vlastnost analytu, a nepfimé, u kterych probiha
detekce analytické vlastnosti eluentu. V tomto ptipad€ pfi eluci sledovaného iontu dochazi
Kk poklesu koncentrace elu¢niho ¢inidla, coz je detekovano vhodnou metodou. Eluce délenych
aniontt se tak projevi negativnimi piky. Pro ucéely nepiimé detekce se obvykle pouzivaji

refraktometrické nebo fotometrické detektory [24].

Vodivostni detekce

Ptima vodivostni detekce je velice univerzdlni a Vv iontové chromatografii nejvice
pouzivana detek¢éni metoda. Detektory méfi elektrickou vodivost eluatu v prutokové cele mezi
dvéma elektrodami, na néz je vkladano stfidavé napéti, aby se zabradnilo polarizaci téchto
elektrod. Pfitomnost iontt vzorku v mobilni fazi se projevi zménou vodivosti. Pro vysokou
citlivost detekce by se meéla volit pokud mozno nevodiva mobilni faze, musi ovSem
analyzované latky dostatecné rozpoustét a mit dostateCnou permitivitu. Pro splnéni téchto
pfisnych podminek se pouzivaji kolony plnéné ionexy s nizkou kapacitou, aby bylo mozné
pouzit mobilni faze s nizkym obsahem elektrolyti [24].

Rusivy vliv vodivosti mobilni faze mize byt potlacen vlozenim tzv. supresoru mezi

separacni kolonu a vodivostni detektor. Jeho funkce spociva ve vymeéné silné vodivych iontt
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mobilni faze za ionty, se kterymi vznikd velmi malo disociovana a tedy omezené vodiva
sloucenina. Napft. pfi chromatografii aniontd, ktera byla vyuzivana v diplomové praci, jsou
slozkami mobilni fize nejéastéji NaHCO3z a Na;COs, vyménou ionti Na* za H* vznik4 misto
vodivého roztoku téchto soli malo disociovana a téméi nevodiva kyselina uhli¢ita, kterd ma
jen minimalni rusivy vliv na kone¢nou detekci. Supresor mize mit podobu kolony s vysokou
vyménnou kapacitou, ktera je Vpfipadé chromatografie aniontd plnéna katexem ve
vodikovém cyklu. Tato kolona je ale zdrojem urcitého rozsifovani elu¢nich zén separovanych
iontl a jeji naplin se musi regenerovat. Moderni piistroje proto obsahuji dvé kolony a pted
vycerpanim vyménné kapacity jedné kolonky dojde automaticky K jeji vyméné za druhou,
zregenerovanou. Dalsi moznosti, jak potlacit pi aniontové chromatografii vodivost eluentu, je
pouziti membranového supresoru. V supresoru dochazi k difuzi kationtti analytu i elu¢niho
¢inidla asymetrickou iontové vyménnou membranou do ziedéného roztoku kyseliny sirové,
odkud vyménou difunduji vodikové kationty do eluentu. Je-li u¢innou slozkou mobilni faze
roztok hydroxidu sodného, reaguji ionty H* s hydroxylovymi ionty za vzniku molekul
prakticky nedisociované vody [21,24]. Rovnicemi popsany proces, ktery probiha v supresoru,

je naznacen na Obrazku 14.

efluent wehazajici z kolony asymetrickd membrana

HaQH = r‘v.lﬂ- +_|:|H H:,E':!‘= EH"“_ sl:,’z

MaX = Na + X

KLY = 2R+ YE
Ma

Kt

effuent vatupujicl do detakton

Obrazek 14: Procesy probihajici v membranovém supresoru [24].

Fotometricka detekce

Fotometricky detektor pracuje na principu méfeni absorbance monochromatického
zéafeni eluatem, vychazejicim z chromatografické kolony. V pifipadé piimé fotometrické

detekce se méfi absorbance stanovované latky, pfi¢emz pouzitd mobilni faze ve zvolené
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oblasti spektra prakticky neabsorbuje. Neptima detekce je zalozena na méfeni absorbance
eluentu, pficemz ionty vzorku pii zvolené vinové délce neabsorbuji. V mobilni fazi obsahujici
ionty vzorku tak dochédzi k poklesu koncentrace jeji ucinné slozky, coz je detektorem
zaznamenano. Nepiimd fotometrickd detekce je citlivéjsi nezli piima, protoze obchazi

problémy souvisejici s ¢istotou mobilni faze a kvalitou detektoru [24,25].

Dalsi druhy detekci

Amperometrické detektory méfi proud vyvolany prichodem redukované nebo
oxidované latky priatokovou celou detektoru. Méfeny elektricky proud je pfimo Umeérny

koncentraci elektrochemicky aktivniho analytu.

Coulometrické detektory méti naboj potfebny k oxidaci ¢i redukci stanovované latky pii

jejim pratoku mérnou celou detektoru.

Hmotnostni spektrometrie je vSestranna, rychld a citlivd analytickd metoda, ktera je
Casto vyuzivana ke kvalitativni i kvantitativni chemické analyze, protoze poskytuje velké
mnozstvi informaci o vzorku a jeho slozeni. Jako detekéni metoda iontové chromatografie tak

pfedstavuje U¢inny analyticky nastroj.

Fluorescenéni detektor je zalozen na principu fluorescence, coz je schopnost latek
absorbovat UV zafeni a nasledné¢ emitovat zafeni o vySSi vinové délce. Toto zafeni se

detekuje na fotonasobici umisténém kolmo na smér vstupujiciho zafeni.

Refraktometricky detektor méfi rozdily mezi indexem lomu eludtu a ¢isté mobilni faze,
v okamziku pfitomnosti vzorku v meémé cele tak dojde ke zmén€ vystupniho signalu

detektoru. Dilezitou roli hraje neménna teplota pii analyze. [26].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e Sira krystalicka, PARAMO, a.s. Pardubice

e Sira srazena, Lachema, s. p. Brno, zdvod Neratovice

e Siran sodny bezvody p.a., Lach-Ner, s.r.o. Neratovice

e Uhlicitan sodny bezvody Suprapur, Merck KGaA, Germany
e Hydrogenuhlicitan sodny p.a., Merck KGaA, Germany

e Chlorid draselny p.a., Lachema,s.p. Brno, zavod Neratovice

e PENTANAL pufr ftalatovy pH4, Penta, s.r.o, CR

e PENTANAL pufr fostatovy pH7, Penta, s.t.0, CR

e PENTANAL pufr boratovy pH9, Penta, s.r.o, CR

e Hydroxid sodny p.a., Penta, s.r.o, CR

e Kyselina chlorovodikova 35% p.a., Penta, s.r.o, CR

e Chlorid zelezity, Lachema, s.p. Brno, zdvod Neratovice

e Chlorid zeleznaty tetrahydrat, Fluka Chemie AG, Switzerland
e Dusi¢nan amonny, Lachema, s.p. Brno, zdvod Neratovice

e Mocovina, Lachema, s.p. Brno, zdvod Neratovice

e DTPA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany

e Triethanolamin, Lachema, s.p. Brno, zavod Neratovice

e Chlorid vapenaty dihydrat, Lachema, s.p. Brno, zavod Neratovice
e Standardni roztok Zeleza 1000mg/l, Merck KGaA, Germany

e Acetylen, vzduch, Linde Gas, a.s. Praha



3.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Laboratorni analytické vahy ABJ 120-4M, Kern & Sohn GmbH, Germany
Laboratorni analytické vahy Adventurer Pro AV 264C, Ohaus Corporation, USA
pH metr pHi 04, Labio a.s., CR

Iontovy chromatograf (Cerpadlo LC-10AD, vodivostni detektor CDD-6A),
SHIMADZU, Japonsko

Nastrikové zatizeni 9010, Rheodyne, USA

Termostat kolony CTO-10A, SHIMADZU, Japonsko

Autosupresor Eris 1000HP, Alltech Associates, USA

Kolona Separon HEMA-S 1000 Q-L, 10um, 150x3mm, Tessek, s.1.0.CR
Injekeni stiikacka plastova 2 ml

Chromatograficka stanice Clarity, DataApex, spol. s.r.o., CR

Susarna UNB 400, MEMMERT, Germany

Membranové filtry Porafil 0,45 um, 50 mm, Macherey-Nagel, Germany
Membranové filtry Synpor 0,40 um, 60 mm, Barvy a laky, s.p. Praha
Filtra¢ni teflonové vakuové nalevky pro filtry o priméru 50 mm
Klimatizacni skiin KPK 400 V, VEB Neutron Greiz, Germany
Laboratorni termostat ST3+/70, POL-EKO APARATURA, Polsko
Sitovaci stroj NTS1,VIPO, CR

Sito o velikosti ok 2 mm, Stavebni strojirenstvi n.p. Brno, zdvod Ivancice
Ttepacka laboratorni LT 2, Sklarny Kavaliér a.s., CR

Michacka pieklopna Reax 2, Heidolph, Germany

Atomovy absorp¢ni spektrofotometr AA Elite 906, GBC, Australie
Teplomér VWR, EU 620-2133

Exsikator SIMAX, CR

Bézné laboratorni nadobi
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3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Méreni na iontovém chromatografu

Pro méfeni obsahu sirani v pidnich vyluzich byla zvolena metoda iontové
chromatografie s vodivostni detekci. K meéfeni byla pouzita kolona HEMA-S 1000 Q-L
10um, 150x3 mm, temperovana na 30°C a iontovy chromatograf s vodivostni detekci a
potlacenou vodivosti eluentu. Vodny roztok smési uhli¢itanu a hydrogenuhli¢itanu sodného v
poméru 8 mmol/l Na,CO3; ku 8 mmol/l NaHCOj3; byl vybran jako mobilni faze. Uvedené
slozeni eluentu bylo zvoleno jako nejvhodnéjsi na zakladé predbéznych experimentd, pfi
nichz byly obménovany poméry i koncentrace jeho slozek. Mobilni faze byla pfipravena
navazenim 0,4240 g Na,COj3 a 0,3360 g NaHCO3, rozpusténim v demineralizované vod¢ a
doplnénim na 500 ml. Dale byla pifevedena do zasobni lahve z tmavého skla, ze které byla
Cerpana do piistroje. Objem nastiikové smycky ¢inil 20 pl a pratok mobilni faze byl nastaven
na 0,5 ml/min. Dvé iontové vyménné kolony autosupresoru se automaticky ptepinaly po 20
minutdch, vzdy po ukoncené regeneraci jedné z nich. Regenerace byla uskute¢néna
prostfednictvim vodikovych kationtl, které byly produkovany elektrochemickym rozkladem
eluatu privadéného z cely detektoru. Jeho citlivost byla nastavena na hodnotu 0,1puS.

Pted zapnutim cerpadla pfistroje byl uvolnén priitok vody hadi¢kou, ktera ji pfivadéla
na pisty Cerpadla, které tak byly béhem jeho chodu nepfetrzité oplachovany. Po zapnuti
chromatografu, detektoru a termostatu kolony nasledovalo spusténi ¢erpadla mobilni faze na
kolonu a zapnuti autosupresoru. Déle nez 1 hodinu probihalo ustalovani nulové linie. Poté
bylo zahajeno vlastni méfeni.

Do plastové injekéni stiikacky byly natazeny 1 az 2 ml analyzovaného vzorku, ktery byl
poté vtlacen do nastfikové smycky davkovaciho zafizeni. Otocenim ventilu byl nastiik
vyplaven do kolony a zaroven byl automaticky spustén zaznam signalu detektoru na
chromatografické stanici. Nastiik byl proveden asi 3 minuty po vyméné pracovni a
regenerované kolonky autosupresoru. Méfeni bylo manualné ukonceno v dobé, kdy se na
chromatogramu mohl bezpecné identifikovat konec Siranového piku a zaroven pted dalsi
vymeénou supresorovych kolonek. Nastiikovy ventil byl opét uveden do polohy, umoznujici
vneseni vzorku do nastfikové smycky a tim byl pfistroj pfipraven k dalSimu méfeni. Ze

zaznamu chromatogramu pak byla odeétena plocha pod kiivkou siranového piku. Pro citlivost
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0,1 uS byla za stejnych podminek proméfena a vyhodnocena kalibra¢ni fada od 1.10° mol/l
do 1.10° mol/l Na;SOsx.

Po ukonceni série méfeni byla aparatura postupné vypnuta V nasledujicim potadi:
vypnuti autosupresoru, zastaveni ¢erpani mobilni faze, vypnuti fidici jednotky chromatografu,
detektoru a termostatu. Nakonec byla proplachnuta nastfikova smycka demineralizovanou

vodou a byl zastaven pratok vody oplachujici pisty pumpy.

3.3.2 Odbér a uprava vzorki pudy pro inkuba¢ni testy

Pida pouzitd pro experiment byla odebrdna z pozemku trvale vyuzivaného pro
péstovani brambor ¢i Cesneku. Z pole o vymére 4000 m? byly odebrany dil¢i vzorky.
Jednotlivé odbéry byly provedeny z vrchnich 20 cm ptdniho profilu a nasledné byly dikladné
homogenizovany. Vysledny reprezentativni vzorek byl zbaven hrubych ¢asti a vysuSen na
vzduchu. Poté byla zemina vsypana na sito o velikosti ok 2 mm a na sitovacim stroji 10 minut
prosévana. Postup upravy vzorku byl v souladu s normou ISO 11464, Kvalita pudy - Pfiprava
vzorkd pro fyzikalné-chemické rozbory [22]. Vysledny vzorek (asi 3000 g) byl uchovavan v

polyetylenovém uzaviratelném pytli v suchu a temnu.

3.3.3 Stanoveni pudnich charakteristik

Obsah zeleza

Vzorky pudy upravené podle kapitoly 3.3.2 byly extrahovany roztokem DTPA-TEA
podle Lindsaye a Norvella, v poméru puda : extrakéni roztok = 1 : 2. Postup pfipravy
extrakéniho ¢inidla vychazi z normy ISO 14 870 a je popsan v literatuie [27]. Do 100 ml
polyetylenovych nadobek bylo navazeno 10 g vzorku a pifidano 20 ml extrahovadla. Na
rotacni tfepacce byla suspenze 120 minut vyluhovéna pii 20°C. Po ukonceni extrakce byla
suspenze filtrovana pfes membranovy filtr o velikosti pord 0,45 um. Vznikly filtrat byl

pfipraven k analyze.

Obsah Zeleza v ziskanych vyluzich byl stanoven metodou plamenové atomové
absorp¢ni spektrofotometrie pfi vinové délce 372 nm. Analyze pidnich vzorkid pfedchéazelo
prométeni kalibracni fady, pfipravené ze zadsobniho standardniho roztoku zeleza o koncentraci

1000 mg/1. Obsah Zeleza byl vypocitan metodou kalibraéni ptimky.
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Pidni pH

Hodnota ptdni reakce byla prométena pH metrem se sklenénou elektrodou ve dvou
druzich ptdniho vyluhu: ve vodném vyluhu a v roztoku 1 mol/l KCI. Odméfenim 10 ml
zeminy a pfidanim 50 ml extrahovadla do 100 ml Erlenmayerovych banék byly pfipraveny
vyluhy v souladu s normou ISO 10 390. Vzniklé¢ suspenze byly jednu hodinu extrahovany na
horizontalni tfepacce, hodinu se nechaly stat, poté byly promichany a jejich pH bylo méieno
na pH metru tak, jak je popsano v literatufe [22]. Meéfeni predchazela kalibrace piistroje
tlumivymi roztoky o hodnotach pH = 3, 7 a 9. Mezi jednotlivymi stanovenimi byla sklenéna
elektroda oplachovana demineralizovanou vodou. Po ustaleni byly hodnoty pH odecteny s

piesnosti na jedno desetinné misto.

Obsah vody

Vlhkost piidnich vzorkil upravenych podle kapitoly 3.3.2 byla stanovena gravimetricky
podle postupu pievzatého z literatury [22], ktery odpovida normé ISO 11 465. Na
analytickych vahach byl navazen vzorek pady o hmotnosti 10-15 g s piesnosti na Ctyfi
desetinna mista a ve vytemperované susarné byl susen pii 105°C do konstantni hmotnosti. Po
ukonceni suseni byl vzorek vlozen do exsikatoru, kde vychladl, a znovu byl zvazen. Vlhkost

byla zjisténa z ubytku hmotnosti vzorku po jeho vysuSeni a byla vyjadfena v procentech.

Dalsi charakteristiky piidy

Nasledujici parametry pudy pouzité k inkubaénim experimentim byly zjistény

v diplomové praci Jakuba Mitase [29].

e Obsah organické hmoty byl stanoven metodou ztraty zihanim, popsanou V literatufe [28].

e Obsah vodorozpustné siry byl stanoven, ve vodném vyluhu metodou iontové
chromatografie s vodivostni detekci.

e Obsahy celkového dusiku a fosforu byly stanoveny fotometricky po pifedchozi mineralizaci
dle Kjeldahla s vyuzitim selenu jako katalyzatoru [28].

e Obsah uhli¢itant byl stanoven gravimetricky rozkladem kyselinou chlorovodikovou [22].

e Obsah vapniku ve vyluhu pidy 2 mol/l kyselinou dusi¢nou byl stanoven metodou atomové
absorp¢éni spektrometrie [27].

e Vodivost pidniho vyluhu byla stanovena podle postupu uvedeného V literatuie [22].

¢ Byla stanovena sypna hmotnost zeminy.
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¢ Bylo provedeno méteni plné vodni kapacity a maximalni kapilarni kapacity.
e Zrnitostni slozeni pouzité jemnozemé | a obsah jiloviny byly stanoveny podle
literatury [29].

3.3.4 Extrakce sirani z pudy

Extrakce sirand z pudy byla provadéna v kénickych bankach, jako extrahovadlo byla
zvolena voda pifidavana k ptde v poméru 5 : 1, ¢ili 50 ml vody na 10 g suché pudy.

Do 100 ml Erlenmayerovych banék bylo navazeno 10,2 g analyzované pudy, k tomu
pipetou odméfeno 50 ml demineralizované vody, hrdlo baiiky bylo uzavieno plastovou zatkou
a obsah banky byl promichan. Banky byly uchyceny na horizontalni tfepacce (viz
Obrazek 15), kde byly extrahovany po dobu 18 hodin pii zhruba 120 kyvech za minutu a

amplitudé 5 cm.

Obrazek 15: Extrakce siranti Z pudy na horizontalni tiepacce.

3.3.5 Frakcionace elementarni siry

Krystalicka sira byla rozdrcena tlouckem v tfeci misce a vysypana na soustavu sit o
velikosti ok 56 a 63 mikrometri umisténych na sitovacim stroji. Prosévani probihalo 5 minut.

Jednotlivé frakce siry byly uchovavany v uzaviratelnych polyetylenovych saccich.
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3.3.6 Stanoveni po¢tu bakterii v padé

V Mikrobiologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky v.v.i. (MBU) v Praze bylo
provedeno stanoveni poctu bakterii v inkubovanych pldnich vzorcich a stanovena sucha
hmotnost zeminy.

Do 500 ml kultiva¢ni banky bylo ptedloZzeno 100 ml sterilniho fyziologického roztoku,
(8 g NaCl v 1 litru destilované vody) a vneseny 3 g zeminy. Po 1 h vytfepavani na rotaénim
ttepacim stroji byl vyluh nafedén sterilnim fyziologickym roztokem tak, aby po vysevu na
misky s LB agarem byly kolonie bakterii odecitatelné. Na LB misku bylo vyseto 0,1 ml
vyluhu, rozetfeno hokejkou a inkubovano 72 h pii 28 °C. Po-té byly kolonie spocitany a
soucasné byla stanovena Sucha hmotnost zeminy. Poéty bakterii jsou uvadény v KTJ/1g sh.

zeminy (= kolonie tvofici jednotky v jednom gramu suché hmotnosti zeminy) [30].

3.3.7 Inkuba¢ni testy

Inkubované vzorky pudy byly ptipravovany navazenim 10,2 g pudy, upravené podle
kapitoly 3.3.2 do konickych banék o objemu 100 ml. Podle potieby byly pridavany dalsi
slozky: elementarni sira, demineralizovana voda pro zvlhéeni pudy, roztok obsahujici ziviny
Fe a N, nebo roztok HCI ¢i NaOH o ur¢ité koncentraci. Erlenmayerovy batiky byly piekryty
hlinikovou folii, zvazeny a umistény do klimatiza¢ni skiiné pfti teplot¢ 25°C. V prubéhu
inkubace dochazelo k odparu vody ze vzorkd, proto byla jejich vlhkost jednou tydné
kontrolovana vazenim a udrzovana piidavky demineralizované vody tak, aby se pohybovala

kolem poZzadované hodnoty plné vodni kapacity pudy.

3.3.7.1 Stanoveni vlivu pidni vlhkosti na rychlost oxidace elementarni siry

Bylo stanoveno mnozstvi zoxidované siry na sirany v ptdnich vzorcich pfi péti riznych
hodnotach vlhkosti zeminy (2%, 25%, 50%, 75% a 100% plné vodni kapacity). Vzorky byly
analyzovany vzdy po tydnu inkubace po dobu péti tydnl. Pro kazdou inkubaéni dobu byl
experiment provadén paraleln¢ se dvéma vzorky.

Do 100 ml kénickych banék bylo navazeno 10,2 + 0,001 g jemnozemé, byly pfidany
4 mg elementarni siry velikostni frakce 56-63 um. Plda se sirou byla opatrné promisena tak,
aby nedochazelo k jejimu ulpivani na sténach banky a sira byla v puadé rovnomeérné

rozptylena. Kazdy vzorek byl rovnomérné ovlhéen tak, aby dosahoval pfedem urcené hodnoty
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vlhkosti. Z Tabulky 4 je patrné, jaké mnozstvi pfidané demineralizované vody do vzorku

odpovidalo pozadované vihkosti.

Tabulka 4: Pridavek vody odpovidajici zvolené vlhkosti pudy.

% plné vodni kapacity 2 25 50 75 100

Mnozstvi demineralizované vody (ml) 0 1,2 2,4 3,6 4,7

Banky byly piekryty hlinikovou f6lii 10x10 cm a dobfe utésnény okolo hrdla. Vzorek
ptipraveny k inkubaci je znazornén na Obrazku 16.

Pro kazdou vlhkost pudy bylo nasazeno 12 vzorku (tj. 6 inkubacnich casi po 2
vzorcich). Kazda série vzorkt obsahovala 5 rdznych vlhkosti. Prvni série vzorka byla
analyzovana ihned po nasazeni, posledni pak za 5 tydnt. Vzhledem k ¢asové naro¢nosti byly
u tohoto experimentu stanoveny vzdy pouze dva paralelni vzorky. Celkové bylo proméfeno
60 vzork.

Extrakce vodorozpustné (siranové) siry po ukonceni inkubace byla provedena postupem
popsanym v kap. 3.3.4 s demineralizovanou vodou jako extrahovadlem. Hmotnostni pomeér
puda : voda byl 1 : 5. Suspenze byla zfiltrovana na teflonovych odsavacich filtraénich
nalevkach o praméru 50 mm, pies membranové filtry Porafil s velikosti pora 0,45 um nebo
Synpor 0,40 pm. Filtra¢ni nalevky byly pfipojeny Kvodni vyvéveé a filtrat odtékal do
nasazenych 100 ml odmérnych banék. Po promyti filtru se zeminou destilovanou vodou byl

objem filtratu dopInén na 100 ml a extrakt analyzovan na iontovém chromatografu.

Obrazek 16: Vzorek pudy piipraveny k inkubaci.
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3.3.7.2 Stanoveni vlivu pidni reakce na rychlost oxidace elementarni siry

Bylo stanoveno mnozstvi zoxidované siry na sirany v ptidnich vzorcich pii péti riznych
hodnotach ptdni reakce. Vzorky byly analyzovany vzdy po tydnu inkubace po dobu ctyt
tydnii. Kazdé méfeni bylo provadéno paralelné na dvou vzorcich.

Do 100 ml kénickych banék bylo navazeno 10,2 + 0,001 g jemnozemé, byly piidany
4 mg elementarni siry velikostni frakce 56-63 um, slepé vzorky siru neobsahovaly. Pada se
sirou byla opatrné promisena tak, aby nedochazelo k jejimu ulpivani na sténach banky a sira
byla v pudé rovnomérné rozptylena. Vzorky byly rovnomérné ovlhéeny 3,5 ml roztoku o péti
riznych hodnotach pH (0,6; 1,6; 9,5; 11,0; 12,4). Tyto roztoky byly piipraveny pomoci
kyseliny chlorovodikové, hydroxidu sodného a demineralizované vody. Ke srovnavacim
vzorkiim pady obsahujicim siru a ke slepym vzorkim (bez siry) bylo pfidano 3,5 ml
demineralizované vody bez tpravy pH (pH = 6,1), coz odpovida 75% plné vodni kapacity
pady. Banky byly ptekryty hlinikovou f6lii 10x10 cm a dobie utésnény okolo hrdla.

Pro kazdou hodnotu pH bylo nasazeno 10 vzorki (tj. 5 inkuba¢nich ¢asu po 2 vzorcich).
Kazda série vzorka obsahovala 5 rtiznych hodnot pH, srovnavaci vzorek obsahujici siru
ovlh¢eny vodou bez upravy pH a slepy vzorek. Prvni série vzorkd byla analyzovana ihned po
nasazeni, posledni pak za 4 tydny. Z ¢asovych divodi byly stanoveny vzdy pouze dva
paralelni vzorky. Celkové bylo proméieno 70 vzorkd.

Extrakce vodorozpustné (siranové) siry po ukonceni inkubace byla provedena postupem
popsanym v kap. 3.3.4 a vyluh zpracovan dle kap. 3.3.7.1. Nafedény extrakt o objemu 100 ml

byl analyzovan na iontovém chromatografu a bylo zméfeno jeho pH.

3.3.7.3 Stanoveni vyménné pidni reakce inkubovanych vzorki pidy

Se vzorky pudy, jejiz pidni reakce byla upravena piridavky roztoktt HCl a NaOH a u
nichz byl stanovovan obsah siranti (viz kap. 3.3.7.2) bylo soucasné inkubovéno dalSich 35
vzorkl pldy ptipravenych stejnym zptsobem, tj. 5 s upravenou pudni reakci, vzorek se sirou
a bez ni (oba vlhé¢ené vodou bez tpravy pH), u nichz byla méfena tzv. vyménna ptudni reakce.

Inkubace probihala rovnéz po dobu ¢tyf tydnu. Jako extrahovadlo byl pouzit roztok 1
mol/l KCI v poméru ptda : extrakéni roztok = 1 : 5. Suspenze byly jednu hodinu extrahovany
na horizontalni tfepacce a hodinu se nechaly stat. Poté byly promichény a jejich pH bylo

meéfeno na pH metru tak, jako je popsano v kapitole 3.3.3.
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3.3.7.4 Stanoveni vlivu Zeleza na rychlost oxidace elementarni siry

Bylo stanoveno mnozstvi zoxidované elementarni siry na sirany pii rGzném obsahu
zeleza v pude. Vzorky byly analyzovany vzdy po tydnu inkubace po dobu Ctyt tydni. Kazdé

méteni bylo provadéno paralelné na dvou vzorcich pidy.

Do 100 ml kénickych ban€k bylo navazeno 10,2 + 0,001 g jemnozemé, byly ptidany
4 mg elementarni siry velikostni frakce 56-63 um, slepé vzorky siru neobsahovaly. Pada se
sirou byla opatrné promisena tak, aby nedochazelo k jejimu ulpivani na sténach banky a byla
v padé rovnomérné rozptylena. Vzorky byly ovlhéeny 1 ml roztoku, ktery obsahoval
pozadované mnozstvi zeleza, a 2,5 ml demineralizované vody. Ke srovnavacim vzorkim
obsahujicim siru bez ptidavku roztoku zeleza, a ke slepym vzorkiim (bez siry) bylo ptidano
3,5 ml demineralizované vody, coz odpovida 75% plné vodni kapacity pudy. Banky byly
piekryty hlinikovou f6lii 10x10 cm a dobie utésnény okolo hrdla.

Obsah zeleza v pudé byl stanoven metodou atomové absorpéni spektrometrie ve vyluhu
pudy extrakénim roztokem DTPA-TEA, postupem popsanym Vv kapitole 3.3.3. Vzhledem k
pivodnimu mnozstvi zeleza v zeminé byly uréeny tii piidavky soli zeleza, které zpusobily
zvyseni koncentrace tohoto prvku ve vzorku na koneéné hodnoty 100, 150 a 200 mg Fe/kg
pady. Do pudy bylo Zelezo vnaseno ve formé FeCl, . 4H,0 a FeCls v demineralizované vodé.

Pro kazdou koncentraci zeleza v pudé bylo nasazeno 20 vzorka (tj. 5 inkubacnich ¢ast
po 2 vzorcich s ptidavkem Fe?* a 2 vzorcich dopovanych Fe3+). Kazda série vzorki
obsahovala tfi rizné koncentrace dvojmocného Zeleza a tfi koncentrace Zeleza trojmocného,
dale srovnavaci vzorek (obsahujici siru, bez pfidavku roztoku zeleza) a slepy vzorek (bez
siry). Prvni série vzorkli byla analyzovédna ihned po nasazeni, posledni pak za 4 tydny.
Z Casovych duvodu byly nasazovany a méfeny pouze dva paralelni vzorky. Celkové bylo
Vv téchto experimentech prométeno 80 vzork.

Extrakce vodorozpustné (siranové) siry po ukonceni inkubace byla provedena postupem
popsanym v kap. 3.3.4 a extrakt zpracovan jak je uvedeno v kap. 3.3.7.1. Kazdy nafedény

filtrat o objemu 100 ml byl analyzovan na iontovém chromatografu a bylo zméfeno jeho pH.
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3.3.7.5 Stanoveni vlivu dusiku na rychlost oxidace elementarni siry

Bylo stanoveno mnozstvi zoxidované elementarni siry na sirany pii rGzném obsahu
dusiku v pidé. Vzorky byly analyzovany vzdy po tydnu inkubace po dobu ¢étyt tydni. Kazdé

méteni bylo provadéno paraleln€ na dvou vzorcich ptdy.

Do 100 ml kénickych ban€k bylo navazeno 10,2 + 0,001 g jemnozemé, byly ptidany
4 mg elementarni siry velikostni frakce 56-63 um, slepé vzorky siru neobsahovaly. Pada se
sirou byla opatrné promisena tak, aby nedochazelo k jejimu ulpivani na sténach banky a byla
v padé rovnomérné rozptylena. Vzorky byly ovlhéeny 1 ml roztoku, ktery obsahoval
pozadované mnozstvi dusiku, a 2,5 ml demineralizované vody. Ke srovnavacim vzorkiim
obsahujicim siru, bez pfidavku dusiku, a ke slepym vzorkim bylo pfiddno 3,5 ml
demineralizované vody, coz odpovida 75% plné vodni kapacity pudy. Banky byly piekryty
hlinikovou f6lii 10x10 cm a dobfe utésnény okolo hrdla.

Vzhledem k piivodnimu mnozstvi dusiku v zeminé byly uréeny ctyfi ptidavky, které
zpusobily zvySeni koncentrace dusiku ve vzorku na kone¢né hodnoty 1000, 1190, 1440 a
1940 mg N/kg pudy. Dusik byl do pidy vnasen ve dvou formach: bud’ jako dusi¢nanovy+
amoniakalni (roztok dusi¢nanu amonného) nebo amidicky (roztok mocoviny).

Pro kazdou koncentraci dusiku v ptidé bylo nasazeno 20 vzorka (tj. 5 inkubacnich ¢astu
po 2 vzorcich dusi¢nanového/amoniakélniho a po 2 vzorcich mocovinového dusiku). Kazda
série vzorkt obsahovala ¢tyfi rizné kazdé z forem dusiku, dale srovnavaci vzorek (obsahujici
siru, bez ptidavku dusiku) a slepy vzorek. Prvni série vzorkli byla analyzovana ihned po
nasazeni, posledni pak za 4 tydny. Z asovych diivodl byly nasazovany pouze dva paralelni
vzorky. Celkové bylo proméieno 100 vzorkd.

Extrakce vodorozpustné (siranové) siry po ukonceni inkubace byla provedena postupem
popsanym v kap. 3.3.4 a vyluh zpracovan podle kap. 3.3.7.1.

U v8ech analyzovanych vzorki byla zméfena hodnota pH vodného vyluhu po jeho
doplnéni na objem 100 ml. Jeden vodny vyluh kazdého vzorku tak poslouzil jak ke

chromatografickému stanoveni sirant, tak i pro urceni jeho pH.
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3.3.7.6 Stanoveni vlivu piidnich podminek na ¢etnost mikrobialni populace v pudé

Popis pfipravy a inkubace vzorkli, u kterych byla stanovena cetnost mikrobidlni

populace, je uveden v kapitolach 3.3.7.2, 3.3.7.4 a 3.3.7.5.

35 vzorkli bylo pfipraveno a inkubovano soucasné s experimenty, pii nichz byl
studovan vliv ptidni reakce na rychlost oxidace elementarni siry. Vzorky byly piipraveny
identickym postupem, jaky je popsan v kap. 3.3.7.2. Jedna série obsahovala pét vzorkia pidy
se sirou ovlhcenych roztokem HCI nebo NaOH o riizném pH, srovnavaci vzorek obsahujici
siru a demineralizovanou vodu a slepy vzorek (pouze puda ovlhéena vodou). Prvni série

vzorka byla zpracovana ihned po nasazeni, dal$i ¢tyii pak v tydennich intervalech.

40 vzorki bylo pfipraveno a inkubovéno soucasné s experimenty, pii nichZz byl
studovan vliv obsahu Zeleza na rychlost oxidace elementarni siry. Vzorky byly pfipraveny
identicky, jak popisuje kapitola 3.3.7.4. Jedna série obsahovala $est vzorka vihéenych roztoky
o ftfech réiznych koncentracich Zeleza piitomného v oxidatnim stavu Fe*’nebo Fe®*,
srovnavaci vzorek se sirou a demineralizovanou vodou a slepy vzorek. Prvni série vzorkt

byla zpracovana ihned po nasazeni, dal$i ¢tyfi pak v tydennich intervalech.

50 vzorkl bylo pfipraveno a inkubovdno soucasné s experimenty, jejichz cilem bylo
stanoveni vlivu ptidniho dusiku na rychlost oxidace elementarni siry. Vzorky byly pfipraveny
stejné, jako je popsano v kap. 3.3.7.5. Jedna série obsahovala osm vzorkt ovlh¢enych roztoky
0 ¢tyfech riznych koncentracich dusiku, ktery byl pfitomen ve formé dusi¢nanu amonného
nebo mocoviny, srovnavaci vzorek obsahujici siru a demineralizovanou vodu a slepy vzorek
bez siry. Prvni série vzorka byla zpracovana ihned po nasazeni, dal$i Ctyfi pak v tydennich

intervalech.

Ihned po inkubaci byly vSechny vyse uvedené ptudni vzorky odesilany v uzaviratelnych
polyetylenovych sa¢cich do Mikrobiologického tstavu AV CR, kde byly analyzovany
postupem popsanym v kap. 3.3.6.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv studovanych piidnich faktori na rychlost oxidace elementarni siry

Na oxidaci elementarni siry v pudé ma vliv nespocet faktort. Do jaké miry ovliviiuji
proces oxidace siry vlhkost pudy, pudni reakce, mnozstvi zeleza a dusiku ve vzorku, bylo
vyhodnoceno po stanoveni koncentrace vodorozpustné siry v inkubovanych vzorcich pidy

metodou iontové chromatografie.

4.1.1 Vliv padni vlhkosti

Mikroorganismy oxidujici elementarni siru Vv pid€ jsou pievazné aerobni bakterie,
jejichz aktivita klesa se snizujicim se obsahem kysliku v pid¢ vlivem zamokieni. Lze
predpokladat, ze ke vzrustu oxida¢ni aktivity nebude dochazet ani ve velmi suché pudé.
Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit, do jaké miry mtze pudni vlhkost ovlivnit rychlost
oxidace elementarni siry pii zvolenych podminkach a na zaklad¢ ziskanych vysledkt vybrat
vhodnou vlhkost pidy pro experimenty, které mély studovat vliv dalSich faktorti na rychlost
oxidace.

V diplomové praci Jakuba Mitase [29] byla stanovena hodnota plné vodni kapacity
pouzivané pudy, ze které se vychazelo pti nastaveni a udrzovani vlhkosti inkubovanych
vzorkt. Popis pracovniho postupu je uveden v kap. 3.3.7.1. Inkubace pudnich vzorku
Vv kénickych bankach piekrytych hlinikovou folii probihala Vv klimatiza¢ni komote pfi
25+0,5°C.

Bylo nasazeno 6 sérii pudnich vzorkd, pficemz kazda obsahovala 10 vzorkd o péti
riznych vlhkostech, které byly zpracovany podle kap. 3.3.7.1 a v kazdém vzorku byl stanoven
obsah siranti iontovou chromatografii (viz kap. 3.3.1).

Obsah sirant ve vzorcich plidy dotované elementarni sirou se s dobou inkubace zvysuje.
Po prvnim tydnu inkubace nejvyraznéji vzrostlo mnozstvi siranti ve vzorcich vlhéenych
2,4 ml demineralizované vody, coz odpovida hodnoté 50% pIné vodni kapacity analyzované
pudy (viz Tabulka 5 a Obrazek 17). U vzorkl s vlhkosti 75% a 100% plné vodni kapacity
pudy je sice patrny pomalejs$i nariist obsahu sirantl, po patém tydnu inkubace uz ale vykazuji
mnohem vétsi obsah siranti nez vzorky vlh¢ené na 50% plné vodni kapacity pudy. VIhkost
25% plné vodni kapacity odpovida pifidavku 1,2 ml demineralizované vody do pidnich

vzorkd. Nartst obsahu siranti U téchto vzorkil je v porovnani s vlhéimi velmi pomaly a na
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konci experimentu vykazuji témét poloviéni hodnoty mnozstvi sirant. Vzorky ptdy

nevlhcené, podle gravimetrického méteni (viz kap. 3.3.3) obsahujici asi 2% vody, se za 5

tydnd inkubace v obsahu siranii t¢éméf neodlisuji od hodnot v nultém tydnu, oxidace prakticky

neprobihala. Koncentrace sirant, piepoétené na obsah vodorozpustné siry v pudé v mg/kg,

jsou pro jednotlivé vlhkosti a doby inkubace zaznamenany v Tabulce 5 a graficky znazornény

na Obrazku 17.

Tabulka 5: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v pidé na dobé inkubace

% plné vodni

Tydny inkubace/Koncentrace vodorozpustné siry (mg/kg)

kapacity 0 1 2 3 4 5
2 7,4 7,7 55 8,6 7,8 17,7
25 6,7 11,7 18,4 27,1 54,2 57,9
50 51 36,9 68,8 84,2 110,2 100,8
75 49 26,9 52,8 80,6 117,0 139,2
100 4.4 22,4 42,8 76,6 85,1 157,8
Casova zavislost oxidace elementarni siry v ptdé
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Obrazek 17: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v ptidé na dobé inkubace a pidni

vlhkosti.
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Inkubované vzorky byly dotovany elementdrni sirou vV mnozstvi 400 mg/kg pidy.
Z uvedenych vysledka vyplyva, Ze ve vzorcich s vlhkosti 100% plné vodni kapacity pudy se
béhem 5 tydna inkubace zoxidovalo 157,8 mg siry na kilogram ptdy, coz odpovidd 39,5%
pfidané siry. U vzorkt s vlhkosti 75% a 50% plné vodni kapacity je nartist vodorozpustné siry
roven 139,2 mg/kg a 100,8 mg/kg, coz piedstavuje 34,8% a 25,2% ptidané siry. Vzorky pudy
ovlh¢ené na 25% plné vodni kapacity vykazuji za pét tydna inkubace oxidaci pouze z 14,5%
(57,9 mg/kg). Vzorky nevlhc¢ené maji téméi nulovy nartist obsahu siranti a po pétitydenni
inkubaci se oxiduji pouze z 1,9% (7,7 mg/kg). Pii vypoctu zoxidovaného podilu elementarni
siry byl uvazovan obsah vodorozpustné siry v pavodnim vzorku pudy 6,5 mg/kg. Zoxidované
podily elementéarni siry v inkubovanych vzorcich jsou graficky zndzornény na Obrazkul8.

Je zitejmé, ze pro rychlou dosazitelnost siry rostlinami v pidé méa vyznam vlhkost
pohybujici se kolem 75% plné vodni kapacity plidy, pfi které je elementarni sira z vyznamné
¢asti zoxidovana uz béhem nékolika tydni. Pro dalsi pokusy byla zvolena vlhkost 75% plné
vodni kapacity pidy, a to nejen z divodu rychlé oxidace siry v pidé béhem prvnich péti
tydna ale také kvili dostate¢nému objemu (3,6 ml) pfidavané vody do vzorku, ktery zajisti

rovnomérné ovlhéeni inkubovanych vzorkd.

Podil zoxidované siry v zavislosti na vlhkosti pudy
po 5 tydnech inkubace
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Obrazek 18: Podil zoxidované siry v piidé v zavislosti na piidni vlhkosti po péti tydnech
inkubace.
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4.1.2 Vliv pidni reakce

Je zndmo, ze mikrobialni oxidace elementarni siry v pid¢ probiha v Sirokém intervalu
hodnot pidni reakce. Do jaké miry muze ovlivnit pidni pH rychlost oxidace siry pfi
zvolenych podminkach, bylo pfedmétem nize vyhodnocenych inkubacnich test.

Postup pfipravy a zpracovani inkubovanych vzorka je popsan v kap. 3.3.7.2. Vzorky
byly vlhéeny na 75% plné vodni kapacity pouzité pidy, coz odpovida 3,6 ml priddvaného
roztoku o zvoleném pH.

Bylo nasazeno 5 sérii padnich vzorkd, pfi¢emz kazda obsahovala vzorky ovlh¢ené péti
roztoky o rizném pH (roztoky HCI nebo NaOH), srovnavaci vzorek dotovany sirou a slepy
vzorek bez siry ovlh¢ené demineralizovanou vodou o pH = 6,1 (viz Tabulka 6). Po tydennich
intervalech byl ve vzorcich dané série stanoven obsah sirani postupem dle kapitoly 3.3.7.2.
Soucasné byla na paralelni sérii vzorkll v tydennich intervalech méfena hodnota piidni reakce,
a to ve vyluhu ¢istou vodou (aktivni pudni reakce, pH/H20) viz kap. 3.3.7.2 a v extraktu
roztokem 1M KCI (vyménna pudni reakce, pH/KCI) — viz kap. 3.3.7.3.

Tabulka 6: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v ptidé na pH zvlhéovaciho roztoku a
dobé¢ inkubace.

i pH pfiddvaného |Tydny inkubace/Koncentrace vodorozpustné siry (mg/kg)
Inkubované vzorky roztoku 5 1 > 3 2

slepy pokus 6,1 8,5 14,3 12,4 12,9 13,7
srovnavaci pokus 6,1 9,0 25,0 42,3 64,8 201,5
1 0,6 8,7 14,4 13,4 14,2 21,9

2 1,6 9,3 22,0 33,1 444 87,3

3 9,5 9,0 23,3 28,8 66,0 98,4

4 11,0 9,4 23,0 34,5 44,9 64,1

5 12,4 8,6 21,7 38,0 50,0 72,5

Z Tabulky 6 a Obrazku 19 je zfejmé, ze se obsah siranl ve vzorcich pidy dotované
elementarni sirou s dobou inkubace zvySuje, pouze vzorek 1 s pfidavkem velmi kyselého
roztoku o pH = 0,6 téméf kopiruje hodnoty slepého vzorku bez siry, oxidace siry za téchto
podminek velmi kyselé pliidni reakce (viz Tabulka 7) prakticky neprobiha. Béhem prvnich tii
tydni inkubace je ndrlst obsahu siranti u vzorka €. 2-5 i vzorku srovnévaciho podobny. Po
¢tvrtém tydnu inkubace nejvyraznéji vzrostlo mnozstvi vodorozpustné siry ve srovnavacim
vzorku (pfidavek vody o pH = 6,1), vzorku 3 (pfidavek roztoku o pH = 9,5) a vzorku 2
(ptidavek roztoku o pH = 1,6). Koncentrace siranti, pfepoctena na obsah vodorozpustné siry

v pudé v mg/kg, je pro vybrané hodnoty pudni reakce ve vzorcich a doby inkubace vypsana
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v Tabulce 6 a graficky znazornéna na Obrazku 19. Pro vysvétleni vysokého obsahu siranti ve
srovnavacim vzorku po 4 tydnech inkubace by bylo zddouci méfeni zopakovat a vyloucit

ptipadnou nahodnou chybu, coz vsak z ¢asovych diivodi nebylo mozné.

Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v padé na ptidni reakci a
250 + dobé inkubace
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Obrazek 19: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v ptidé na pludni reakci a dobé
inkubace (oznaceni vzorkl a hodnoty jejich piidni reakce viz Tabulka 7).

Mnozstvi 400 mg/kg elementarni siry piidavané do pudnich vzorku se ve vzorku
srovnavacim béhem ¢tyfech tydnt inkubace zoxidovalo z 47%, coz odpovida 187,8 mg/kg
(uvazovana korekce na obsah sirant ve slepém vzorku). U vzorku 3 vlhéeného zasaditym
roztokem NaOH (pH = 9,5) je narGst vodorozpustné siry roven 84,7 mg/kg, ¢ili 21,2%.
Vzorek 2 okyseleny roztokem HCI (pH = 1,6) se zoxidoval z 18,4%, coz piedstavuje
73,6 mg/kg. Nizsi rychlost oxidace siry se projevila u vzorkd, které byly vlhéeny silné
bazickymi roztoky hydroxidu — vzorek 4 (pH = 11) a vzorek 5 (pH = 12,4). Tyto vzorky se
béhem ctyitydenni inkubace zoxidovaly pouze z 12,6% a 14,7% (50,4 mg/kg a 58,8 mg/kg).
Nejmensi nariist obsahu siranti v ptid€ se projevil u vzorku 1 okyseleného roztokem o pH 0,6.
V tomto extrémné kyselém prostiedi se dotovana sira zoxidovala pouze z 2,1% (8,2 mg/kg).
Ve slepych vzorcich se béhem 4 tydnl inkubace zvysil obsah vodorozpustné siry z 8,5 na

13,7 mg/kg. Zoxidované podily elementarni siry v inkubovanych vzorcich po korekci na
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obsahy siranli ve slepych vzorcich, jsou graficky znazornény na Obrazku 20. Z vysledki

vyplyva, Ze rychlost oxidace elementarni siry v pad¢ nejlépe podpotily pridavky roztokd o

neutralnim nebo mirn€é kyselém pH. Pridavky zasaditych roztokd oxidaci siry ponékud

zpomalily, velmi kysely roztok (pH = 0,6) vytvofil v pudé takové prostiedi, ve kterém

oxidace elementarni siry téméf neprobiha.
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Obrazek 20: Podil zoxidované siry v pidé v zavislosti na pliidni reakci vzorkli po CEtyfech
tydnech inkubace (oznaceni vzorki a jejich pidni reakce viz Tabulka 7).

Tabulka 7: Zavislost pudni reakce vzorkli na dob¢ inkubace a pouzitém extrahovadle.

Tydny inkubace/Extrahovadlo/pH
Oznaceni vzorku PH pridavaného 0 1 2 3
roztoku

H20 | KCI | H20 | KCI | H20 | KCI | H20 | KCI | H20 | KCI
slepy pokus 6,1 70|56 |68 |56 |68)|56]|69]|56]| 68|55
srovnavaci pokus 6,1 70|56 68|55 |66 |54)|66]|54|6,2]5,3
1 0,6 2512130293030 31]|31]|31]{3,0
2 1,6 61|50 ]|61)|51]|61]|51]|¢6,1]|50]|59]|49
3 9,5 68|58 |67)|56]|66|55]|66|54]| 64|53
4 11,0 70|58 |67|56]|66|55]|67|54]|66]51
5 12,4 77167 |75|64]|75|63]|75|(63]|74]6,2
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Namétené hodnoty pudni reakce jednotlivych vzorkd v obou typech vyluhi a
v zavislosti na dob¢ inkubace jsou shrnuty v Tabulce 7 a graficky znazornény na Obrazcich
21 a 22. Pudni reakce vzorku 1 vlhéeného nejkyselejsim roztokem o pH = 0,6 se pohybovala
v obou vyluzich kolem hodnoty 3, hodnoty ptdni reakce ostatnich vzorkt, vcetné slepého a
srovnavaciho, se pohybovaly v neutralni nebo slabé kyselé oblasti. To svéd¢i o velké pufracni
schopnosti pouzité pidy, pH zvlhCovacich roztoki bylo korigovano do neutrdlni ¢i mirné
kyselé oblasti ptidni reakce (s vyjimkou siln€ kyselého roztoku o pH = 0,6).

S dobou inkubace se hodnoty pH vyluht jednotlivych ptdnich vzorka piili§ neménily
(Obrazky 21 a 22), nicméné je zde patrny jejich mirny pokles, coz muze byt dusledek

postupného okyselovani pidy v disledku oxidace siry na kyselinu sirovou.

Casova zavislost aktivni padni reakce
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Obrazek 21: Zavislost aktivni plidni reakce vzorkl na dobé inkubace.

Casova zavislost vyménné pidni reakce
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Obrazek 22: Zavislost vyménné piidni reakce vzorki na dobé¢ inkubace.
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4.1.3 VIiv obsahu a oxidaéniho stavu Zeleza

Zelezo, prvek, ktery hraje dilezitou roli v mechanismu biooxidace siry v pudg, se
vyskytuje ve dvou oxidacnich stavech. Trojmocné Zelezo se v pudé uplatiiuje jako
anorganické oxidacni cCinidlo sirnych sloucenin a jeho redukovand forma je pladnimi
bakteriemi znovu recyklovana na Fe**. Cilem inkubacnich testd s pfidavkem Zeleza do
pudnich vzorka bylo zjistit, jestli pfidavané mnozstvi tohoto prvku podpofii rychlost oxidace
elementarni siry ¢i nikoliv.

Podle kap. 3.3.3 byl stanoven ptivodni obsah Zeleza v pouzivané pudé¢ (45 mg Fe/kg) a
nasledné byly zvoleny velikosti ptidavki FeCls a FeCl,.4H,0 do vzorki pidy. Celkovy obsah
zeleza v pad¢ po aplikaci tfi zvolenych pridavkid byl 100, 150 a 200 mg zeleza/kg pudy.
Roztoky zeleza o ptesné koncentraci byly na vzorek pudy aplikovany v objemu 1 ml a dalSimi
2,6 ml demineralizované vody byl vzorek ovlh¢en a udrZzovan na 75% plné vodni kapacity
pudy. Postup piipravy vzorku a jejich zpracovani po inkubaci jsou popsany v kap. 3.3.7.4.

P&t nasazenych sérii obsahovalo vzdy vzorky se tfemi riznymi piidavky Zeleza, a to jak
v oxidagnim stavu Fe**, tak jako Zelezo dvojmocné. Samoziejmé u kazdé série nechybély
vzorky slepé bez siry a vzorky srovnavaci se sirou ovlhéené pouze demineralizovanou vodou.
Ve vsech vzorcich byl stanoven obsah siranli iontovou chromatografii, vzdy po tydennim
intervalu.

Vzristajici hodnoty koncentrace vodorozpustné siry v pidé (mg/kg) s dobou inkubace
jsou sepsany v Tabulce 8 a graficky znazornény na Obrazku 23. Po celou dobu trvani
experimentu vzorky dotované Zelezem nepiesdhly obsahem siranti hodnoty srovnavaciho

vzorku. Zaroven je patrné, Ze s velikosti ptidavku Zeleza rychlost oxidace siry spiSe klesa.

Tabulka 8: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v pidé na obsahu Zeleza a dob¢
inkubace.

Inkubované Tydny inkubace/Koncentrace vodorozpustné siry (mg/kg)
vzorky 0 1 2 3 4
slepy pokus 9,4 12,0 12,7 13,4 13,7
srovnavaci pokus 10,2 39,1 49,4 94,7 102,6
100/Fe”* 9,5 33,1 45,5 60,7 70,8
100/Fe* 10,0 28,8 36,1 70,3 85,8
150/Fe”* 9,9 27,6 45,9 64,8 80,4
150/Fe** 9,9 27,5 37,5 55,7 57,5
200/Fe* 9,8 21,1 44,7 52,5 49,7
200/Fe** 9,7 24,7 32,3 48,6 56,0
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Casova zavislost oxidace elementarni siry v ptidé
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Obrazek 23: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v pudé na obsahu zeleza a dobé
inkubace.

Po ctyftydenni inkubaci se ve srovnavacim vzorku bez pifidavku Zeleza dotované
elementarni sirou (400 mg/kg) zoxidovalo 88,9 mg siry/kg, coz piedstavuje 22,2%. Nejblize
této hodnoté se ukazuje vzorek dotovany nejmensim piidavkem zeleza v trojmocném
oxida¢nim stavu, ktery je oxidovan z 18% (72,1 mg/kg). Stejny pridavek Zeleza dvojmocného
vedl po stejné dobé k oxidaci 14,3% siry (57,1 mg/kg). Ve vzorcich obsahujicich 150 mg
7eleza na kilogram pady se v piipadé Fe?* oxidovalo 66,7 mg siry/kg (16,7%) a u Fe** pouze
43,8 mg siry/kg (11%). U vzorkli dotovanych nejvétsim pridavkem zeleza je patrné podstatné
snizeni rychlosti oxidace siry. Pfidavek tohoto mnozstvi Zeleza ve formé Fe?* jontd zpusobil
oxidaci 9% siry (35,9 mg/kg), v piipadé Zelezitych iontd to bylo 10,6% siry (42,3 mg /kg). Ve
slepych vzorcich se béhem ctyitydenni inkubace zvysil obsah vodorozpustné siry z 9,4 na
13,7 mg/kg. Zoxidované podily elementarni siry v inkubovanych vzorcich po korekci na
obsahy siranti ve slepych vzorcich, jsou graficky zndzornény na Obrazku 24. Je vidét, ze
ptidavek dvojmocného ¢i trojmocného Zeleza nema na rychlost zpfistupnéni siry rostlindm na
pouzité piidé a za zvolenych experimentalnich podminek vyznamnéjsi vliv. Mnozstvi zeleza
pro danou pudu pfirozené (bez dal$i dotace) je zfejmé z pohledu rychlosti oxidace siry

dostate¢né. Hodnota aktivni pidni reakce vSech analyzovanych vzorkl nepiekrocila rozdil

53



jednotky a pohybovala se v intervalu pH = 6 - 7. Kyselost ptidavanych roztoku zeleza by tedy

na vysledné hodnoty zoxidované siry nemé¢la mit vétsi vliv.

Podil zoxidované siry v zavislosti na obsahu Zeleza

100 - v ptidé po 4 tydnech inkubace
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Obrazek 24: Podil zoxidované siry v zavislosti na obsahu a oxida¢nim stavu zZeleza v pude
po Ctyfech tydnech inkubace.

4.1.4 Vliv obsahu a formy dusiku

wevr

Dusik jako jedna z nejdilezitéjSich zivin pro spravny rast plodin byl pfidavan do
pidnich vzorkti ve Ctyfech rtiznych mnozstvich, a to vzdy ve dvou formach. U takto
dotovanych vzorkd dusikem bylo zjistovano, do jaké miry maji jeho obsah a forma vliv na
rychlost oxidace elementarni siry v pidé po dobu ¢étyt tydni inkubace.

Dusik byl do plidy vnaSen bud’ jako dusi¢nanovy + amoniakalni (roztok dusi¢nanu
amonného) nebo amidicky (roztok mocoviny). Popis pfipravy a zpracovani vzorkd po
inkubaci jsou uvedeny v kap. 3.3.7.5. Pét nasazenych sérii obsahovalo vzdy vzorky se ¢tyfmi
riznymi ptidavky dusiku v obou zminiovanych forméch, u kazdé série nechybély vzorky slepé
bez siry a vzorky srovnavaci se sirou ovlhéené pouze demineralizovanou vodou. Ve vSech
vzorcich byly stanovovany obsahy sirand iontovou chromatografii vzdy v tydennich

intervalech.
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V Tabulce 9 jsou zaznamenany hodnoty koncentraci vodorozpustné siry ve
vzorcich pudy, které jsou oznaCeny pismenem M (pfidavek roztoku mocoviny) nebo D
(ptidavek roztoku dusiénanu amonného). Cislo, které nasleduje po pismenu oznalujicim
formu dusiku, udava mnozstvi celkového dusiku v tomto vzorku (mg N/kg pudy). Slepy a
srovnavaci vzorek obsahuji pouze mnozstvi dusiku, které bylo stanoveno v ramci diplomové
prace Jakuba Mitase [29] a ¢ini 940 mg N/kg. Namétené hodnoty obsahu vodorozpustné siry
ve vzorcich v zavislosti na dob¢ inkubace jsou graficky znazornény na Obrazcich 25 a 26.

Z téchto udaju je zfejmé, ze hned od prvniho tydnu inkubace je sira ve vzorcich
s pfidavky mocoviny oxidovana rychleji nez vzorek srovndvaci. Pfidavky dusi¢nanu
amonného do vzorkll zvySeni rychlosti oxidace nezpisobily, spise naopak, ke konci
experimentu byla rychlost oxidace siry potlatovana. Pii aplikaci druhého nejvétsiho piidavku
mocoviny do vzorki (500 mg/kg) se naméfené hodnoty koncentrace vodorozpustné siry
viditeln¢ odlisuji od ostatnich hodnot. Pokus byl tedy zopakovan stim, Ze bylo docileno
naprosto totoznych vysledkli a chyba méfeni je tedy malo pravdépodobna. Tento pridavek
dusiku ve form¢ mocoviny spole¢né s dusikem plvodnim a ostatnimi vlastnostmi pouzité

pudy ziejmée vytvari optimalni podminky pro mikrobidlni oxidaci elementarni siry.

Tabulka 9: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v piidé na obsahu dusiku a dobé
inkubace.

Tydny inkubace/Koncentrace vodorozpustné siry (mg/kg)
Inkubované vzorky
0 1 2 3 4

Slepy pokus 9,2 11,3 12,5 13,2 13,3

Srovnavaci pokus 9,8 25,7 36,3 38,6 67,9

M 1000 10,5 38,8 61,3 69,7 84,2

CH.N,O M 1190 10,4 60,6 44,1 59,7 60,4
(mg/kg) M 1440 10,4 57,1 75,2 219,7 310,2

M 1940 10,4 24,4 31,7 67,0 69,3

D 1000 9,4 25,2 35,5 33,6 58,2

NH,NO, D 1190 9,2 26,2 34,2 46,3 52,5

(mg/kg) D 1440 9,4 24,2 32,4 47,4 59,3

D 1940 9,4 20,6 33,4 42,9 50,2
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Zoxidované podily elementarni siry v inkubovanych vzorcich po korekci na obsahy
sirant v slepych vzorcich, jsou graficky znazornény na Obrazku 27. Ve slepych vzorcich se
béhem 4 tydnil inkubace zvysil obsah vodorozpustné siry z 9,2 na 13,3 mg/kg ptudy. Sira ve
vzorcich dotovanych 60, 250, 500 a 1000 mg mocovinového dusiku byla zoxidovana po
¢tyfech tydnech inkubace ze 17,7%, 11,8%, 74,2% a 14,0%, coz odpovida mnozstvi 70,9
mag/kg, 47,1mg/kg, 296,9 mg/kg a 56 mg/kg v daném potadi. Pridavky dusi¢nanu amonného
vedly po ctyitydenni inkubaci K mnohem niz§im hodnotam siranti, nezli v ptipadé mocoviny.
V potadi od nejmensiho piidavku dusiku v této podob¢ byla piidana sira zoxidovéana z 11,2%,
9,8%, 11,5% a 9,2% (44,9 mg/kg, 39,2mg/kg, 46 mg/kg a 36,9 mg/kg). Z téchto tdaju lze
usuzovat, ze z hlediska pozitivniho vlivu na rychlost oxidace siry je vhodné&jsi formou
pfidavané ziviny dusik mocovinovy. Oproti tomu dusik ve formé dusi¢nanu amonného za

danych podminek nemél pii oxidaci siry v pidé zadny vyznam a jeji rychlost spise inhiboval.

Casova zavislost oxidace elementarni siry v ptidé dotované mocovinou
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Obrazek 25: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v ptidé dotované mocovinou na dob¢
inkubace.
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Casova zavislost oxidace elementarni siry v ptidé dotované dusi¢nanem
70 - amonnym

koncentrace vodorozpustné siry (mg/kg)
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t (tydny)

—&—slepy pokus —e—srovnavaci pokus =—#—D 1000 —&—D 1190 -@=D 1440 -—e—D 1940

Obrazek 26: Zavislost koncentrace vodorozpustné siry v pudé dotované dusi¢nanem
amonnym na dob¢ inkubace.

Podil zoxidované siry v zavislosti na obsahu dusiku v ptidé
po 4 tydnech inkubace
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Obrazek 27: Podil zoxidované siry v ptidé v zavislosti na mnozstvi a formé ptidavaného
dusiku (oznaceni vzork viz Tabulka 9).
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4.2 Vliv studovanych pidnich faktori na ¢etnost mikrobialni populace
Ve spolupraci s MBU AV CR bylo zji§tovano, jak se zmény studovanych ptdnich
podminek promitnou do kvality a kvantity pidni mikrobialni populace, ktera tizce souvisi

s mechanismy biooxidace elementarni siry v pudé.

4.2.1 Vliv pidni reakce

Pracovni postup piipravy vzorkd je popsan v kap. 3.3.7.6 a jejich zpracovani v kap.
3.3.6. Kazdy tyden byly na MBU poslany vzorky, u kterych bylo provedeno stanoveni poétu
bakterii v KTJ (kolonie tvofici jednotky) na gram suché hmotnosti pudy (KTJ/g sp.), a také
byla sledovana heterogenita bakteridlnich kolonii vyrostlych na LB agaru. VSechny vzorky
obsahovaly pfevazné sporulujici bacily a toto druhové zastoupeni se po celou dobu
experimentu nezménilo. Casova zavislost mnozstvi bakterii v KTJ/g suché hmotnosti ptidy ve
vzorcich o rizné pudni reakci je graficky znazornéna na Obrazku 28, pfifazeni hodnot ptidni

reakce jednotlivym vzorkdm je obsazeno v Tabulce 7.

5 OE+07 Zavislost mnozstvi bakterii na ptdni reakci a dobé inkubace
4,0E+07
3,0E+07
00
E 2,0E+07
4
O
1,0E+07
0,0E+00 - ] : . _
0 1 2 3 a
t (tydny)
—o—slepy pokus —l—srovnavaci pokus 1 ——2 —e-3 4 —e—5

Obrazek 28: Zavislost poctu bakterii ve vzorcich o rtizné pudni reakci na dobé inkubace

(oznaceni vzorkd a jejich pidni reakce viz Tabulka 7).

58



S vyjimkou vzorku 1 zména poctu bakterii béhem cCtyftydenni inkubace neptesahla u
zadného z ostatnich vzorkt ani jeden cely fad, stejné tak nevyznamné byly rozdily mezi pocty
bakterii ve vzorcich €. 2 — 5, jejichz aktivni ptidni reakce lezela v rozmezi pH/H,O = 5,9 - 7,7
a odpovidajici vyménna pudni reakce v oblasti pH/KCI = 5,0 — 6,7. Lze proto fici, ze pudni
reakce lezici v uvedenych mezich nema u pouzité pltidy na pocet bakterii béhem celého
méfeni vliv. U vzorku 1, ktery byl ovlhéeny silné kyselym roztokem o pH = 0,6
(pH/H,0 =25 — 3,1 a pH/KCI = 2,1 — 3,1), byla na pocatku pokusu naméfena hodnota
2,0.10° KTJ/g s, kterd se béhem &tyftydenni inkubace sniZila na 8,1.10* KTJ/g sp. Je zfejmé,
ze toto extrémné kyselé¢ prostiedi je pro pidni mikrofloru nevyhovujici a zastoupeni
mikrobialni populace s dobou inkubace klesa. Z uvedenych vysledki tedy vyplyva, ze pokud
se podty bakterii v pouZité piidé udrzuji na hodnotach fadové kolem 107 a vysSich, probiha
oxidace siry béhem inkubace ptiblizné konstantni rychlosti, jestlize poklesnou na Groven o 2 -
3 fady nizsi, oxidace jiz prakticky neprobiha (porovnej Obrazky 19 a 28). Z toho vyplyva, ze
pudni reakce je faktor, ktery mize nepiimo ovlivnit rychlost oxidace siry v pud¢ tim, do jaké

miry bude vytvaret vyhovujici ¢i nevhodné prostiedi pro mikrobialni ptidni populaci.

4.2.2 Vliv obsahu a oxidac¢niho stavu Zeleza

Inkubované vzorky pidy se sirou a s pfidavkem zvoleného mnozstvi zeleza ve dvou
oxidacnich stavech (Fe®*, Fe®"), jeden srovnavaci vzorek dotovany sirou bez piidavku zeleza
a jeden slepy vzorek bez siry byly v tydennich intervalech odesilany na MBU, kde bylo
provedeno stanoveni poctu bakterii v KTJ na gram suché hmotnosti piidy. Pfiprava a
zpracovani vzorkl jsou podrobné popsany v kapitole 3.3.7.6. Z hlediska heterogenity se
bakterialni kolonie vyrostlé LB agaru od experimentti popsanych v kap. 4.2.1 nelisily, stale se
jednalo o sporulujici bacily a tfadové se nezménilo ani jejich mnozstvi (1.107 — 5.10
KTJ/g spn). Casova zavislost mnozstvi bakterii v KTJ/g suché hmotnosti pidy je graficky

znazornéna na Obrazku 29.

59



Zavislost mnozstvi bakterii na obsahu Zeleza a dobé inkubace
6,0E+07
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t (tydny)
—o—slepy pokus ——srovnavaci pokus —a—100/Fe2+ —A—100/Fe3+
——150/Fe2+ —8— 150/Fe3+ —8—200/Fe2+ —e—200/Fe3+

Obrazek 29: Zavislost poctu bakterii v ptidnich vzorcich na obsahu Zeleza a dob¢ inkubace.

Jak je z ného patrné, rozdily v poctech bakterii u jednotlivych vzorkt ptdy dotované
rizngmi davkami dvoj- a trojmocného Zeleza nepiekracuji pul fadu (5.107 KTI/g sn),
z ¢asoveho pribéhu neni patrny zadny trend. Thned po nasazeni se sice zdal pocet bakterii v
nékterych vzorcich s ptidavkem Zeleza vysSi nez u vzorku srovnavaciho a slepého, tyto
hodnoty se ale béhem kratké doby vyrovnaly a po ¢tyitydenni inkubaci lezi v izkém intervalu
hodnot. Z naméfenych dat neni mozné jednozna¢né vyhodnotit vliv obsahu a oxida¢niho
stavu ptidavaného Zeleza na mnoZstvi bakterii ve vzorcich, ani prokdzat souvislost mezi
zastoupenim mikrobialni populace a mnozstvim zoxidované siry (viz kap. 4.1.3). Nicméné je
velmi pravdépodobné, Ze zvolené davky zZeleza v obou oxidacnich stavech nemély na pocet
bakterii ve vzorcich pudy vyraznéjsi vliv, ani nepodpoftily rychlost oxidace elementarni siry
pridavané do vzorkil. Pfirozeny obsah Zeleza v pouzité pidé je pro oxidacni aktivitu
mikroorganizml dostatecny a dodateCné vnaSeni této ziviny jako akceleratoru mikrobialni

oxidace by bylo neefektivni.
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4.2.3 Vliv obsahu a formy dusiku

Podle MBU je dusik Zivinou, ktera podporuje riist poétu bakterii v ptidé. Doporudené
ptidané mnozstvi bylo 60 mg N/kg pudy, tj. na celkovy obsah 1000 mg/kg. Podle kapitoly
3.3.7.6 byly piipraveny vzorky se Ctyfmi riznymi piidavky dusiku, pficemz nejnizsi pridavek
byl vySe doporuceny. Celkové mnozstvi dusiku v ptidé bylo po aplikaci jednotlivych ptidavki
1000, 1190, 1440 a 1940 mg/kg. Vzorky oznacené pismenem M byly dotované mocovinou a
do vzorkli oznacenych D byl pfidavan dusi¢nan amonny. V tydennich intervalech byly
inkubované vzorky posilany na MBU, kde bylo provedeno stanoveni poétu bakterii a
nasledné byly sestaveny Casové zavislosti mnozstvi bakterii, které jsou graficky zpracovany
na Obrazku 30 (vzorky pudy dotované mocovinou) a na Obrazku 31 (vzorky s

ptidavkem dusi¢nanu).

Presto, ze ptidavky dusiku nevedly ke zméndm v poctu bakterii v plidnich vzorcich
alespoil o jeden tad a zjisténé rozdily tak mohou byt zplisobeny ndhodnymi chybami béhem
experimentl, lze spatfit uréitou souvislost mezi poctem bakterii v pide a mnozstvim
zoxidované siry béhem inkubace. Obsahy sirani ve vzorcich pidy vlhéené roztokem
mocoviny totiz pfevySuji hodnoty vzorkl srovnavacich bez dotace dusiku (Obrazek 25) a
rovnéZ pocty bakterii u mocovinou dotovanych vzorkli jsou vys$i, nezli u vzorku
srovnavaciho (Obrazek 30). V piipad¢ vzorkt s ptidavkem dusi¢énanu amonného se mnozstvi
bakterii pohybuje v blizkosti hodnot vzorku srovnavaciho (Obrazek 31) obdobné je tomu i
Vv ptipadé¢ mnozstvi zoxidované siry u tychz vzorkd (Obrazek 26). U obou forem dusiku,
zejména mocovinového, pak plati, Ze s velikosti jejich pfidavku mirné vzrista pocet ptidnich
bakterii, ktery se s dobou inkubace prakticky neméni. Pro potvrzeni téchto zavér zalozenych
na subjektivnim posouzeni experimentalnich dat by vSak bylo nutné provést vice pokusi a

vyhodnotit je pomoci statistické analyzy.

61



Zavislost mnozstvi bakterii na obsahu dusiku a dobe inkubace
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Obrazek 30: Zavislost poctu bakterii v pidnich vzorcich dotovanych mocovinou na dobé
inkubace.

Zavislost mnozstvi bakterii na obsahu dusiku a dobé inkubace
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Obrazek 31: Zavislost poctu bakterii v piidnich vzorcich dotovanych dusi¢nanem amonnym
na dobé inkubace.
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4.3 Vlastnosti pouZzité pudy

Vétsina charakteristik pudy pouzité k inkubacnim testim byla stanovena v predchozi
diplomové praci J. Mitase [29], v této praci byla provedena pouze stanoveni téch vlastnosti,
jejichz vliv na oxidaci siry a pfitomnost mikrobidlni populace byly studovéany (s vyjimkou

stanoveni celkového dusiku).

4.3.1 Obsah Zeleza

Obsah zeleza v pudé pouzité k inkubacnim testiim byl stanoven postupem uvedenym
v kapitole 3.3.3 metodou atomové absorpéni spektrofotometrie po predchozi extrakci

ptdy roztokem DTPA-TEA [27].

Pouzity roztok DTPA-TEA podle Lindsaye a Norvella slouzi pfedev§im ke stanoveni
Zeleza, manganu, médi nebo zinku pfijatelnych pro rostliny. Koncentrace zeleza ve vyluhu
pudy byla zméfena pomoci fady kalibracnich roztokt a vypoétem regresnich koeficientt
kalibra¢ni pfimky. Vysledna hodnota 0,04% hm. je aritmetickym primérem vysledkt péti

paralelnich analyz.

4.3.2 Pudni reakce

Padni pH bylo méfeno dvéma zptsoby - ve vodném vyluhu a v 1 mol/l KCI. Stanoveni
probéhlo dle normy ISO 10 390 (viz kapitola 3.3.3), vysledky jsou shrnuty v Tabulce 10.
Dulezitym udajem je tzv. vyménna pudni reakce (pH/KCI), pfi niz draselné ionty
vyluhovaciho roztoku vytésiuji ze sorpéniho komplexu ptdy vodikové ionty. Tato hodnota je
tedy niz8i, nezli Gdaj tzv. aktivni pidni reakce stanovené zmétenim pH vodného vyluhu a
pouziva se pii zjiStovani potieby vapnéni. Namétend hodnota 5,8 se nachéazi na spodni hranici

slabé kyselych pud (pH = 5,6 - 6,5), puda by se tedy méla vice vapnit.

Tabulka 10: Hodnoty pH ptdnich vyluht

Extrahovadlo pH vyluhu
voda 6,8
1 mol/l KCI 5,8
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4.3.3 Stanoveni obsahu vody

Obsah vody v pudé pouzité k experimentim byl zjistovan gravimetrickou metodou

suseni do konstantni hmotnosti (viz kapitola 3.3.3). Ve vzorcich upravenych podle kap. 3.3.2

ponechané k volnému vyschnuti na vzduchu pii okolni teploté cca 20 — 23°C, zustalo 1,9%

vody. Tato hodnota je dilezita pro inkubacni testy, protoze vzorky pudy byly navazovany tak,

aby obsahovaly 10 g susiny. Bylo tedy navazovano 10,2g + 0,001g.

4.3.4 Ostatni pudni charakteristiky

Pro tplnost jsou v Tabulce 11 uvedeny dal$i parametry pouZzité ptidy stanovené

v diplomové praci J. Mitase [29].

Tabulka 11: Vlastnosti pidy pouzité k inkuba¢nim testim.

Pudni vlastnosti

Vysledky

Obsah organické hmoty

4,8% (stredné az silné humazni plida)

Obsah vodorozpustné siry

6,5mg vodorozpustné siry/kg pldy

Obsah celkového dusiku

937mg N/kg pudy (0,094%)

Obsah celkového fosforu

2,016g P,0s/kg pudy (0,20%)

Obsah uhli¢itant

0,60% CaCO; v padé

Obsah vapniku

0,21% Cav pldé

Vodivost ptidniho vyluhu

70,7 uS/cm (zvyseny obsah soli)

Sypna hmotnost 1,14 g/cm3
PIna vodni kapacita 31,70%
Maximalni kapilarni kapacita 23,20%

Obsah jiloviny

velikost ¢astic <0,01mm: 35,8%; <0,001mm:
14,2%; 0,001-0,01mm: 21,6%
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5 ZAVER

Ukolem této diplomové prace bylo vypracovat literdrni refer$i vénovanou oxidaci
elementarni siry v pid¢ a na zéklad¢ teoretickych znalosti a ovéfené metodiky stanoveni
siranti iontovou chromatografii provést inkubaéni testy pro zjisténi rychlosti oxidace siry
VvV pudé v zéavislosti na ptidni vlhkosti, pidni reakci, obsahu zeleza a hnojeni dusikem. Dal§im
tkolem bylo ve spolupraci s MBU AV CR gzjistit, jak se zmény studovanych pidnich
podminek promitnou do kvality a kvantity ptidni mikrobidlni populace.

Teoretickd cast byla vénovana pfedevSim piijmu siry rostlinou, jejimu metabolismu
Vv rostlinném organismu, sirnym slou¢enindm pfitomnym V pudé¢, sirnym hnojivim a také
symptomim deficitu siry u zemédé€lskych plodin. Velkd pozornost byla vénovana faktorim
ovliviiyjicim oxidaci siry v piidé€, predevsim tém, které byly studovéany v této préci.

Tato prace navazuje na diplomovou praci Jakuba MitaSe [29], ktery navrhl a ovéfil
vhodnou metodiku stanoveni sirand iontovou chromatografii S vodivostni detekci a
potlacenou vodivosti eluentu pii pouziti mobilni faze 8mmol/l NaHCO3; a 8mmol/l Na,COs3,
Jako vhodné extrahovadlo rostlinami pfijatelnych siranovych aniontli byla zvolena voda
Vv poméru plda : voda = 1:5. K inkuba¢nim experimentim byla pouZita frakce krystalické siry
o velikosti ¢astic 56-63um u niz bylo ovéteno, ze se za danych pidnich podminek oxiduje
dostate¢né rychle a bude tedy mozné detekovat ptirtstky obsahu sirand jiz béhem prvnich
tydnil inkubace.

Pti studiu vlivu pidni vlhkosti na rychlost oxidace siry byly pidni vzorky o péti
ruznych vlhkostech inkubovany po dobu 5 tydni pii 25°C v klimatiza¢ni komote. Zvolend a
udrZzovana vlhkost vzorki pokryvala hodnoty od témétf nulové po plnou vodni kapacitu
pouzivané pidy (obsah vody v pidé 31,7%). Obsah siranii ve vzorcich dotovanych
elementarni sirou v mnozstvi 400 mg/kg pidy se s dobou inkubace zvySoval. Vzorky o 50% a
75% plné vodni kapacity se rychle oxidovaly uz béhem prvniho tydne od nasazeni a na konci
inkuba¢niho obdobi u nich bylo zoxidovano 25,2%, resp. 34,8% vnesené siry na sirany. Ve
vzorcich o vlhkosti odpovidajici 100% plné vodni kapacity se sira zpocatku oxidovala
pomaleji, ale po 5 tydnech inkubace u nich bylo zoxidovano nejvice pfidavané siry, a to
39,5%. Ve vzorcich o nizké vlhkosti probihala oxidace vyrazné¢ pomaleji, ve vzorcich
nevlhéené pudy obsahujici asi 2% vody oxidace prakticky neprobéhla. Z téchto vysledkl je
ziejmé, ze pro rychlou dosazitelnost siry rostlinami v ptidé ma vyznam vlhkost pohybujici se

kolem 75% plné vodni kapacity pldy, pii které je elementirni sira z vyznamné Casti
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zoxidovana uz béhem nékolika tydnu. 75% vlhkost byla v tomto pfipadé zvolena jako
optimalni pro dalsi experimenty.

Dale byl studovéan vliv pidni reakce na pribéh oxidace ptudni siry. Bylo zjiSténo, Ze
V pouzité pud¢ oxidace tspeésné probiha za podminek mirné kyselé az neutralni ptidni reakce.
Pon¢kud nizsi rychlost oxidace siry se projevila u vzorkt, které byly vlhéeny silné bazickymi
roztoky hydroxidu sodného. V extrémné kyselém prostiedi (pH/H,O = 3) se dotovana sira
zoxidovala pouze z nepatrné ¢asti (2,1%), obsah sirant v téchto vzorcich se piili§ nelisil od
vzorku slepého. S dobou inkubace dochéazelo k mirnému poklesu hodnot pH pidnich vyluhi,
coz miize byt disledek okyselovani piidy vlivem oxidace siry na kyselinu sirovou.

Pfi posuzovani vlivu obsahu zeleza v pudé na rychlost oxidace pfidavané siry byly
vzorky pady upraveny tak, aby obsahovaly tfi riizna mnozstvi zeleza: 100, 150 a 200 mg
Fe/kg piady. Pivodni (srovnavaci a slepy) vzorek plidy obsahoval 45 mg Fe/kg.
V inkubovanych vzorcich pidy s ptidavkem siry dotovanych Zelezem nepiesahly obsahy
siranti hodnoty vzorku srovnavaciho (tj. bez ptidavku Zeleza), ve kterém bylo po 4 tydnech
inkubace zoxidovano 22,2% ptidané siry. Z vysledkid vyplyva, Ze s velikosti ptidavku zeleza
rychlost oxidace siry spiSe klesa. Ve vzorcich pudy s obsahem 100 mg Fe/kg bylo po 4
tydnech inkubace zoxidovéano 14,3% (pridavek Fe?), resp. 18% siry (pridavek Fe**), u pidy
obsahujici 150 mg Fe/kg se zoxidovalo 16,7%, resp. 11% siry a u vzorkd S nejvétSim
obsahem zeleza (200 mg Fe/kg) pouhych 9%, resp. 10,6%. Z téchto vysledki je rovnéz
ziejmé, ze oxidacéni stupeinl Zeleza nema na rychlost oxidace siry v pouzité pid¢ za zvolenych
podminek vyznamnéjsi vliv a mnozstvi zeleza pro danou ptdu pfirozené je ziejmé z pohledu
rychlosti oxidace siry dostatecné.

Z vysledkt stanoveni rychlosti oxidace elementarni siry v ptidé v zavislosti na obsahu
dusiku vyplyva, ze ptidavek této Ziviny ve formé mocoviny podpofil rychlost oxidace
elementarni siry, jako optimalni se jevi dotace 500 mg mocovinového N/kg (celkovy obsah
dusiku v ptad¢ ¢inil 1440 mg/kg), kdy bylo po 4 tydnech inkubace zoxidovano 74,2% ptidané
siry. Toto mnoZstvi a forma dusiku zfeymé za danych podminek vytvari optimalni prostiedi
pro mikrobidlni oxidaci elementarni siry. Pfidavky dusi¢nanu amonného do ptdnich vzorkl
rychlost oxidace prakticky neovlivnily, naopak rychlost oxidace byla spiSe potlacovana. Lze
tedy konstatovat, ze z hlediska pozitivniho vlivu na rychlost oxidace siry je vhodné&jsi formou
pfidavané Ziviny dusik moc€ovinovy.

Ve spolupraci s MBU bylo zjistovano, jak se zmény studovanych podminek (ptidni

reakce, obsah Zeleza a dusiku) promitnou do kvality a kvantity pidni mikrobialni populace
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Vv inkubovanych vzorcich ptidy. VSechny vzorky obsahovaly ptevazné sporulujici bacily a toto
druhové zastoupeni se béhem vSech inkubacénich experimentii neménilo. Piidavky Zeleza a
dusiku k ptidé, do niz byla vnesena elementarni sira, nevedly béhem Ctyftydenni inkubace
K vyznamnéjsim zménam v pocétu bakterii v téchto puidnich vzorcich, stanovena mnozstvi
bakterii kolisala v rozmezi jednoho fadu (10" KTJ/kgsp), coz mize byt dasledek ndhodnych
chyb béhem experimentil. Pfesto byl pozorovan urcity trend vypovidajici o pozitivnim vlivu
hnojeni mocovinou na rist bakteridlni populace v pide, u hnojeni dusicnanem amonnym
tento efekt nebyl prokazatelny. Vysledkem experimentt, jejichz cilem bylo posoudit, jak je
¢etnost mikrobiadlni piidni populace zavisla na ptidni reakci, bylo zjisténi, ze v mirn€ kyselych
a neutralnich podminkéch (pH/H20 = 6 — 8) jsou mnozstvi bakterii v piid¢ fadoveé srovnatelna
(10" KTJsp), zvysenim kyselosti na pH/H,O = 3 a niz$i poéty pidnich bakterii vyrazné
klesaji, coz vede i k podstatnému poklesu rychlosti oxidace elementarni siry. Je zfejmé, ze
toto extrémné kyselé prostiedi je pro pidni mikroorganismy nevyhovujici.

Zavérem je tieba poznamenat, ze uvedené zavéry plati pro pudy podobnych vlastnosti,
jaké ma puda pouzita k experimentim v této diplomové praci, u jinych ptidnich typti mohou
byt vice ¢i méné odlisné.

Dal$i vyzkum V oblasti vyuziti elementarni siry pro vyzivu rostlin by se mél zabyvat
studiem vlivii fyzikdln¢ chemickych vlastnosti pudy (teplota, obsah organick¢ hmoty a
nékterych biogennich prvkl v pidé, napt. fosforu) na mechanismus mikrobialni oxidace siry.
Jelikoz se z casovych dlivodi nepovedlo zjistit do jaké miry se zmény pudni vlhkosti
promitnou do kvality a kvantity pidni mikrobidlni populace, bylo by vhodné i tuto zavislost

objasnit.
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