UNIVERZA'V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA

Levin PAL

CISTILNA SPOSOBNOST TAL LJUBLJANSKEGA BARJA ZA
ODSTRANJEVANJE MINERALNIH OBLIK DUSIKA

DOKTORSKA DISERTACIJA

THE POTENTIAL OF LJUBLJANA MARSH SOIL FOR MINERAL
NITROGEN REMOVAL

DISSERTATION THESIS

Ljubljana, 2011



Pal L.Cistilna sposobnost tal Ljubljanskega barja za @d§évanje mineralnih oblik dusika. Il
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2011

Doktorska disertacija:

Na podlagi Statuta Univerze v Ljubljani ter po gkieSenata BiotehniSke fakultete in sklepa 9.
seje Komisije za doktorski Studij z dne 9.9.2010ppoblastilu Senata Univerze v Ljubljani z dne
20.1.2009 je bilo potrjeno, da kandidat izpolnjgegoje za neposreden prehod na doktorski
Podiplomski Studij bioloskih in biotehniskih znatider opravljanje doktorata znanosti s pagiao
agronomije. Za mentorico je bila imenovana prof.ldes Mandi-Mulec.

Mentorica: prof. dr. Ines MangiMulec

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednik: doc. dr. Rok Miheli
Clanica: prof. dr. Ines ManéiMulec

Clanica: doc. dr. Nives Ogrinc

Datum zagovora: 14. junij 2011

Naloga je rezultat lastnega raziskovalnega dela.

Levin PAL



Pal L.Cistilna sposobnost tal Ljubljanskega barja za @d§évanje mineralnih oblik dusika. m
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2011

SD
DK
KG

KK
AV
SA
KZ
ZA

LI
IN

TD
OoP
N
Ji
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Dd

UDK 579.26: 579.6: 631.461 (043.3)

Mikrobiologija tal/ekologija/Ljubljansko barje/Sdtalna organska snov/
mineralizacija/nitrifikacija/denitrifikacija/okgni in anokséni cikli/temperatura/
hranjenje tal/emisija toplogrednega plina/gnojem@iicanje nitrata/

ogljikov dioksid/dusikov oksidul

AGRIS P01/P34

PAL, Levin, univ. dipl. mikrobiolog

MANDI C-MULEC, Ines (mentorica)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101, Slovenija

Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Podipiski Studij bioloskih in
biotehniskih znanosti, podffe agronomije

2011

CISTILNA SPOSOBNOST TAL LIJUBLJANSKEGA BARJA ZA
ODSTRANJEVANJE MINERALNIH OBLIK DUSIKA

Doktorska disertacija

IX, 84 str., 3 pregl., 16 sl., 154 vir.

sl

sl/en

Zgornji sloji Sote Ljubljanskega barja so zaraduzevanja delno mineralizira
sezonsko nihanje podtalnice pa redno izmenjujecnksin anoksine razmere Vv te
slojih. Amonijski duSik iz gnojil ali gospodinjskibdplak se v okgnih razmera
nitrificira do nitratov, ki onesnazujejo podtalnic®enitrifikacija nitratni dusil
odstrani z redukcijo v dusSikove plin&/ okviru te doktorske disertacije si
prewevali vpliv bremenitve z mineralnim dusSikom, temgere in kisika ne
dinamiko pretvorb dusSika v tleh Ljubljanskega bafenitrifikacijska encimsk
aktivnost (DEA) je bila prisotna po celotnem 1 nolgdkem vertikalnem profil
Sotnih tal. Zgornji, 0 — 30 cnsloj je med cikliénim bremenjenjem z amonijem
izmenjavanjem oksnih in anoksinih razmer (oksini/anokséni cikli) pri 28 °C \
treh ciklih (~3 mesecih) odstranil 1300 pg N sphih tal oz hipotetino vsaj 260
kg N ha'. Pri povprénih letnih temperaturah (1012 °C) bi tla isto koliino dusike
pretvorila v enem letu. Zaradi visokmifrske in sorpcijske kapacitete tal je |
volatilizacija amoniaka nizka. Medteko je bila avtotrofna nitrifikacija stabilna, :
heterotrofna denitrifikacija in produkcija G@mineralizacija linearno padali me
oksicnimi/anoksénimi cikli. Podobno ¢ v tleh, ki so bila 12 mesecev shranjen:
4 °C, nitrifikacijska hitrost ostala visoka, deniikéicija pa je tekla le v prisotno
rastlinskih eksudatov. Torej kljub visoki vsebnastyanskegagljika v Sotnih tler
ta ni bil mikrobom dostopen. Tem¢ura je prav tako bolj vplivala
denitrifikacijo (Qo = 2,9 — 3,9) kot na nitrifikacijo (= 2,3 — 2,9). Kar 30 — 4%
nitrata pa se je pretvorilo v toplogredni plinQN kar uvrga ta tla kot neprimerna
¢is¢enje odpadnih voda v narawun (situ).
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AB The upper layers of Ljubljana marsh drained feth ae partially mineralized ai
subjected to regular groundwater fluctuations ceushifts of oxic and anox
conditions. Ammonium derived from fertilizers or domestic waghters i
converted to nitrate by nitrification, which takpkce in oxic conditions. Nitra
leaching to groundwater is prevented by denitrifag which is apxic reduction o
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decreased linearly during oxic/anoxic cycles. Santy, in soil that wasstored fo
12 months at 4 °C, nitrificationates remained high, but denitrification procee
only in the presence of plant exudates. Despith bigianiccarbon content in pe
soil there was a lack of availabtarbon source for microorganisms. Denitrifica
also showed higher sensitivity to temperaturgy(©2.9 to 3.9) than nitrificatic
(Qio = 2.3 to 2.9). MO emission presented 3040% of nitrate losses placing t
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SLOVARCEK

AOA — amoniak oksidirajge arheje (ammonia oxidizing archaea)
AOB — amoniak oksidirajge bakterije (ammonia oxidising bacteria)
BPP — bruto primarna produkcija (bruto primary prciibn)

C - ogljik

KIK — kationska izmenjevalna kapaciteta (cationtextge capacity)
CH; — metan

CO, — ogljikov dioksid

DEA — denitrifikacijska encimska aktivnost (derfitration enzyme activity)
DOC - raztopljeni organski ogljik (dissolved organarbon)

MPN — najbol;j verjetno Stevilo (most probable numbe

N — dusik

N> — molekularni (atmosferski) dusSik

N,O — dusSikov oksidul

NH3; — amoniak

NH;" — amonij

NO — duSikov monoksid

NO; — nitrit

NO3 — nitrat

NOB — nitrit oksidiraj@ée bakterije (nitrite oxidizing bacteria)

NEA — nitrifikacijska encimska aktivnost (nitrifitan enzyme activity)
NEP — neto produkcija ekosistema (net ecosystehuygtamn)

Nr — reaktivna (zivi biomasi dostopna) oblika dasik

NPP — neto primarna produkcija (net primary protumt

NSP — neto sekundarna produkcija (net secondaduptimn)

POC - delci organskega ogljika (particulate orgaaidon)

POM - delci organske snovi (particulate organicterat

SIR - substratna inducirana respiracija (subsinakeced respiration)
SOM - talna organska snov (soil organic matter)

WFPS - z vodo napolnjena prostornina por (watkxdfiipore space)
WHC — kapaciteta za zadrZzevanje vode (water holdamacity)
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1 UvOD

Ljubljansko barje je naj\ige mokrige v Sloveniji (Melik, 1927) in je priznano kot
podraje z najvéjo vrednostjo naravne dedige, ki se razprostira na 150 kmeeliki
ravnici med Ljubljano in Krimom ter Pijavo Gorica iVrhniko (Tome in sod., 2000;
Premet, 2006).

Ljubljansko barje je skoraj v celoti nizko barjgeiktezko najdemo ostanke prave Sote, saj

se je ta v preteklosti izrezovala in uporabljalakeajavo (Melik, 1927). Dobrih 200 let
nazaj se je zZelo izgrajevanje mreze osuSevalnih jarkov in polggaipe struge reke
Ljubljanice, ki se je kotrlo leta 1953 s Ptmikovimi zapornicami na Ljubljanici({eak,
2005). Ta poseg v naravo je znizal frekvenco pdplaja na Ljubljanskem barju ter
omogail ucinkovito izrabo tal v kmetijjske namene, zato je ¢mmata narava
Ljubljanskega barja danes dokaj nerazpoznavna (@&tho sod., 2007), zgorn;ji sloji Sote
pa so delno razgrajeni (Hacin in sod., 2001).

PovrSje Ljubljanskega barja lezi nad nahagaligitne vode (Jezovnik, 2009) in je v
vecinskem delu namenjeno kmetovanju, ki vEklje tudi uporabo gnojil. Zaradi
prepré&evanja pronicanja nitratov v podtalnico je maksimaakakonsko dovoljena letna
aplikacija dusika omejena na 170 kg N*Hetno (Uredba o varstvu voda ... , 2009; EC ...
2009). V povprgu rastline privzamejo le 50 % duSika iz umetnilojgnostali dusik pa se
v obliki nitrata (NQ) in nitrita (NO,) sproga v podtalnico ali pa zapts tla v obliki
emisij amoniaka (NB), duSikovega monoksida (NO), duSikovega oksidiNgQ( in
molekularnega dusika gN(Galloway in Cowling, 2002; Galloway in sod., Z)0

Tla so lahko zelo ¢ginkovit medij za filtriranje odpadnih voda (Lance $od., 1980), Se
posebej Sotna tla (Damman, 1988), ki lahko dosedijiikacijske hitrosti, primerljive z
aeracijskimi bazeniistilnih naprav (Heavey, 2003). Pringigcenja odpadnih voda poteka
s sklopljenima procesoma nitrifikacije in denitkdicije (Rittman in McCarty, 2001), v
zadnjih ¢asih pa wv¢istilnih napravah v ospredje prihaja tudi prva sfapnitrifikacije,
sklopljena z oksidacijo amonija z nitritom do mal&enega duSika (anamox), ki je bila
odkrita pred kratkim (Mulder in sod., 1995) in \ehl ni signifikantna (Robertson in
Groffman, 2007; Prosser, 2007).

Nitrifikacija je dvostopenjski proces, ki potekaoksicnih razmerah, kjer se v prvi stopnji
amonij oksidira najprej v nitrit, v drugi stopnjiapse nastali nitrit oksidira do nitrata
(Prosser, 1989). Denitrifikacija in anamox potekatanoksénih razmerah (Tiedje, 1994;
Robertson in Groffman, 2007) in povéi@a redukcijo raztopljenih dusSikovih oksidov v
plinaste oblike duSika, katerih emisije omoégm transport duSika v atmosfero
(odstranejvanje iZistilnih naprav oz. tal) (Madigan in sod., 2003).
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V cistilnih napravah se odpadna voda navadno pretivaaktorjev z okgnimi razmerami
v reaktorje z anok&nimi razmerami (Rittman in McCarty, 2001), v tlehd lahko procesi
nitrifikacije in denitrifikacije ob primerni vsebsti vode téejo hkrati , zaradi prisotnosti
oksicnih in anoksinih con v tleh (Wrage in sod., 2001). Poleg tegars s@ravi vzdolz
vertikalnega profila tal navadno vzpostavijo pretezoksténe razmere nad nivojem
podtalnice ter anok&ne razmere pod nivojem podtalnice (Brune in sd@D02 Kristensen,
2000). Zaradi prisotnosti zive rastlinske biomase, mikroorganizme oskrbuje z
rastlinskimi eksudati (Kraffczyk in sod., 1984),sagornjih slojih tal mikrobne aktivnosti
sod., 2001). Gradient oksiih in anoksinih razmer omogta nitrifikacijo v zgornjih slojih
tal, nitrat pa lahko pronica v globlje sloje tahta je denitrifikacija v globljih slojih kljéni
mehanizem, ki odka o usodi nitrata v tleh (Tiedje, 1994).

Shranjevanije tal pri 4 °C po vzenju (ISO 10381-6, 2009 cit. po Wallenius, 2010)ne
smelo vplivati nagistiino sposobnost Sotnih tal. Delno razgrajeniragcsloji Sotnih tal
Ljubljanskega barja imajo Se vedno visoko vsebooganske snovi in so bila klaficirana
kot histosol (Hacin in sod., 2001). Hranjenje telh pri 4 °C ni vplivalo na pestrost
bakterijske zdruzbe (Zajec, 2004) in tla so medib@cijo pri 4 °C proizvajala zelo nizke
emisije ogljikovega dioksida (C (Pal, 2007), kar kaze, da je bila mineralizacija
organskega ogljika pri nizkih temperaturah nizkagghbaum, 1995). Prav tako se Stevilo
nitrifikacijskih in denitrifikacijskin mikroorganimov ter njihove potencialne encimske
aktivnosti (NEA in DEA) pri nizki temperaturi nisbistveno spreminjale (Pal, 2007;
Resman, 2007; Stres in sod., 2008).
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1.1 NAMEN IN HIPOTEZE
1.1.1 Namen

Namen raziskave je bil ovrednotiti naraviistiino sposobnost Sotnih tal zascenje
viskov dusSika in sicer potencial za aerobne prétwolnitrifikacijo) in anaerobno
odstranjevanje (denitrifikacijo) mineralnih oblikigika v tleh Ljubljanskega barja, ki naj bi
&itila podtalnico pred pronicanjem nitratov, v odwsti od bremenitve tal, kisika,
temperature in starosti tal.

1.1.2 Hipoteze

- Tla Ljubljanskega barja (histosol) so ohranila kigmtencial za pretvorbe mineralnih
oblik dusika, ki ostane visok tudi podkgatnih bremenitvah in w&ratnih izmenjavah
oksicnih in anoksinih razmer.

- Pri odstranjevanju amonijskega dusSika, dodaneda ¥ wisoko vsebnostjo organske
snovi (Histosol), bodo emisije amoniaka med nkatijo nizke, nastali nitrat pa se bo

v anokstnih razmerah iz tal odstranil v obliki;® in No.

- Potencialna denitrifikacijska encimska aktivnosE@®) je najviSja v zgornjih slojih tal
Ljubljanskega barja in z globino upada.

- Hranjenje tal z visoko vsebnostjo organske snomt@lol) pri nizkih temperaturah ne
vpliva na pretvorbe dodanega mineralnega dusika.

- Temperatura vpliva na nitrifikacijske in denitrifigijske hitrosti v tleh.
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2 PREGLED OBJAV

Dusik (N) in ogljik (C) sta gradnika organske snawitleh in se spr@&ta ob njeni
razgradnji (mineralizaciji), zato sta tudi ogljikom duSikov cikel tesno prepletena.
Amonijski dusik, ki se sprosti, vstopi v procesifikacije ter se pretvori do nitrata. Nitrat
pa se z denitrifikacijo uplini in odstrani iz tglti cemer se porabi doten delez dostopne
organske snovi (Atlas in Bartha, 1993; Paul in Klat996; Madigan in sod., 2003;
Horwath, 2007; Robertson in Groffman, 2007; ReddelLaune, 2008).

2.1 OGLJIKOV CIKEL

Ze pred nastankom Zivljenja na Zemlji naj bi billjigv dioksid (CQy) v atmosferi
aktivna molekula, vkljgena v prvotno globalno krozenje ogljika, ki je patl® na osnovi
fizikalno-keminih in ne bioloSkih procesov. GGse je raztapljal v vodi, ki je spirala
preperele magnezijeve, silikatne in kalcijeve kareniloni iz kamnin so reagirali s
karbonatnimi ioni med transportom povrSinskih vafta oceanov. Nastajal je predvsem
kalcijev karbonat, ki se je sedimentiral na dnoaswey. Zaradi visokih temperatur v pias
Zemlje so posedeni karbonati preperevali in sezbbuhih vulkanov vréali v atmosfero v
obliki CO, (Berner in sod., 1983; Raymo, 1991).

V obdobju devona v paleozoiku so se pojavile potedintetske rastline, ki so anorganski
ogliik (CO,) vgrajevale v biomaso in proizvajale kisik. Takiatikroorganizmi Se niso
razvili sposobnosti razgradnje lignina iz odmrlegatlinskega materiala. Slednji se je
odlagal v sedimente in nastal je enormni rezervmatoSko neaktivnega organskega
ogljika, ki je danes poznan kot zemeljska zalogdrith goriv (Robinson, 1990).

Podobno nastanku fosilnih goriv je, od zadnje ledeiobe dalje, iz odmrle rastlinske
biomase v mokri§h nastajala Sota. Mok so namr& okolja z visoko vsebnostjo vode
in posledéno znizano dostopnostjo kisika, kar inhibira mitieeijo organske snovi. Za
razliko od fosilnih goriv se Sota nahaja izkKiw v povrsSinskih slojih in v globino meri le
2 — 4 m (Morita, 1980).

2.1.1 BioloSko kroZenje ogljika v kopenskih ekosistemih

Prvi korak bioloSkega kroZzenja ogljika je pretvorbaorganskega ogljika (GD v
organskega oz. bruto primarna produkcija (BPP)e kposledica fotosinteze (alg, zelenih
rastlin in cianobakterij) ali kemolitotrofne fiksge CO,. V terestrénih ekosistemih so
pomembne predvsem fotosintetske rastline, v tlehspaprisotne tudi kemolitotrofne
bakterije (npr. nitrifikatorji), ki prispevajo le amjSinski delez BPP. Del fiksiranega ogljika
rastline z respiracijo vrnejo v atmosfero, drugi pa se vgradi v rastlinsko biomaso in
predstavlja neto primarno produkcijo (NPP). Netdkuselarni producenti (NSP) so
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mikroorganizmi in Zivali, ki se prehranjujejo z odmbiomaso NPP organizmov (Atlas in
Bartha, 1993; Paul in Clark, 1996; Madigan in s@003; Horwath, 2007).

Odmrla biomasa vsebuje kompleksne polimere (cedylgolisaharidi, proteini), ki jih
specializirani celuloliini in hidroliticni  izvenceléni encimi  mikroorganizmov
hidrolizirajo v monomere (enostavni sladkorji, aokisline). Nadalnji metabolizem je
lahko fermetativen ali respiratoren. Pri fermerjetise del substrata oksidira hkrati ko se
drugi del substrata reducira, razgradnja organskeiga poteka v odsotnosti zunanjega
elektronskega sprejemnika. Za respiracije je petnetunanji sprejemnik elektronov, ki se
reducira, medtem ko organska snov oksidira. Pralifivin rastlinah je sprejemnik
elektronov kisik, mikroorganizmi pa za respiracii@hko uporabljajo Zelezo, nitrat,
fumarat, sulfat, karbonat in zveplo. Zato so le nmkganizmi sposobni rasti v anoksin
razmerah. Tako respiracija kot fermentacija mikgamizmmom omoggata shranjevanje
energije, ki nastane med eksotermno razgradnjdrst@gMadigan in sod., 2003).

Zaloga labilnega (stalno kroZega) ogljika predstavlja neto produkcijo ekosistdiMEP)

in je definirana kot BPP, ki ji odStejemo respira® izgube C@ avtotrofnih
(fotosintetskih) organizmov in heterotrofnih orgembv. Ce je NEP =0, potem sta
fiksacija CQ iz atmosfere in viganje CQ v atmosfero (razgradnja) v ravnotezju (Atlas in
Bartha, 1993; Paul in Clark, 1996; Madigan in s@0803; Horwath, 2007).

2.1.2 Nastanek organske snovi na mokri§h

Hitrost razgradnje je odvisna od kvalitete raskita materiala, ki vstopa v tée je NEP
pozitivha, pomeni, da se v ekosistemu Koprganska snov. Gozdovi imajo najvisjo NEP,
ker se v njih akumulira les, ki je tezko razgradlj/ ekosistemih s konstantno nizkimi
temperaturami (permafrost, subarktika) ali pa vsetemih z omejeno dostopnostjo kisika
(mokri&a) je visoka NEP odraz nizke mikrobne aktivhoste(Rice in sod., 2001).

Organsko snov v delcih (POM) predstavljajo s prosticesom prepoznavni ostanki
Zivalske in rastlinske biomase, ki se nalagajo o@$ni mokri& (detrit - listje, odmrle
Zivali in rastline). Ogljik v POM (POC) je podvrzeradaljnji razgradnji v enostavnejSe
monomere (DOC — dissolved organic carbon). Priblis0 % POC oz. DOC se vgradi v
mikrobno biomaso (MBC — microbial biomass carbanb0 % mineralizira v anorganski
ogljik (COy). Ogljik v mikrobni biomasi (MBC — microbial biorsa carbon) ima najkrajsi
zadrzevalnias (nekaj dni) in predstavlja le 3 — 5 % celotnegganskega ogljika (TOC —
total organic carbon) v tleh. Preostali del TOGnjeorporiran v talni organski snovi (SOM
— soil organic matter), ki se razgrajujei\vet, desetletij, stoletij, tisdetij (Horwath, 2007;
Reddy in DeLaune, 2008).

SOM predstavljagjo s prostim ¢esom nerazpoznavni ostanki rastlin, zivali,
mikroorganizmov in stranskih produktov razgradig@M vsebuje nehuminske substance
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(ogljikovi hidrati, proteini, ma%be), fenolne substance (lignin in tanin) ter tezko
razgradljive huminske snovi. Ogljikovi hidrati, pemni in magobe so lahko razgradljive
organske komponente rastlinskih in Zivalskih cdlignin je polimer sekundarne cé&tie
stene rastlin in je zaradi hidrofobnosti, visoketgte in neenakomerne razvejanosti tezko
dostopen encimom. Glive so pri razgradnji ligninatleh bolj uspeSne od bakterij
(Horwath, 2007). Tanini so polifenoli, ki denatajw proteine ali pa interagirajo s proteini
in pomagajo pri razgradnji organske snovi (Reddp@&baune, 2008).

Akumulacija SOM v Soti je posledica nalaganja vedowejSih plasti odmrle biomase na
Se ne doko¥no razgrajene stare plasti. Zaradi visoke vsebnoste v spodnjih plasteh se
v globljih slojih tal vzpostavijo anok&ie razmere, ki mmo zniZajo hitrost mikrobne
razgradnje. Biorazgradljivost plasti Sote pada abglo, saj se SOM globljih slojev Sote
stasoma humificira. Huminske snovi imajo visjo vsesinG (50 — 55 %) in H (5 %) ter
nizjo vsebnost O (33 %) kot biomasa, iz katerearegb. Nastanejo po zdruzitvi s prostimi
radikali mineralnega N. Poleg 5% N vsebujejo Se &P in 1%S ter <1%
mikroelementov in kovin (Al, Ca, Zn, Cu) (HorwatRQ07). Sestava huminske snovi v
razlicnih tleh je razitna, fizikalno-kemijske lastnosti pa so skupne. joesie na humin
(netopen v alkalnem), huminske kisline (topne Vekig in fulvo kisline (topne v alkalnem
in kislem) (Reddy in DeLaune, 2008).

Dodatno za&to pred mikrobno razgradnjo Soti oma@govisoka kationska izmenjevalna
kapaciteta (KIK), ki korelira z vsebnostjo organsksovi v tleh (Duan in Xiao, 2000).
Zaradi visoke KIK Sotna tla vezZejo tako elementa,(fg, Na, K) kot elemente v sledovih
(Zn, Fe, Mn), ki so nujno potrebni za mikrobno r@bgo in Pearce, 2009).

2.1.3 Vpliv ¢loveka na ravnovesje rezervoarjev ogljika na Zemlji

Od industrijske revolucije dalje je bilo razumevangljikovega cikla predvsem usmerjeno
v optimizacijo izrabe naravnih virov energije, ki gh predstavljala fosilna goriva. Zaradi
visoke energijske vrednosti in vsebnosti organskagigka so Sotna tla poleg rodovitnosti
v kmetijstvu predstavljala izziv za razvoj tehnajogridobivanja goriva in plinov,
intermediatov v industriji plastike ter medicinskih gospodinjskih kemikalij (Morita,
1980). Zadnja desetletja pa se r&am znanstvene stroke po svetu ukvarjajo predvsem s
posledicami industrijske izrabe velikih rezervoarjegljika, ki viSajo atmosferske
koncentracije C@(Watson in sod., 1990; Forster in sod., 2007).

Toplogredni plin CQ v atmosferi absorbira infrartle sevanje, ki se odbija od Zemljine
povrSine (Shine in sod., 1990). Kurjenje fosilnibrig torej spreminja neaktivni ogljik v
aktivnega (CQ), s tem pa povlje winek tople grede na Zemlji. Kenje gozdov dodatno
pripomore k toplogrednemucmku, saj imajo gozdovi enormne kapacitete za fikea
CO, iz atmosfere, v lesni biomasi pa je shranjenega #% celotnega kopenskega
ogliika. Intenzivha raba v kmetijske namene pa poda pospeSeno razgradnjo talne
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organske snovi in dodatne emisije £@ntropogena aktivnost torej s spreminjanjem
naravnih hitrosti pretvorb ogljikovih zvrsti ruSiaravno razmerje med aktivnimi in
neaktivnimi rezervoarji ogljika na Zemlji (Watsamsod., 1990).

Pri tem Sotna tla niso izjema, saj bi v naravi dela kot ponor ogljika, vendar so zaradi
izrezovanja in kurjenja, izsuSevanja in kmetovamjapevala k zviSanju koncentracije €0
v atmosferi (Raich in Schlesinger, 1992; Kirschba@f95; Kirschbaum, 2000; Prentice in
sod., 2001).

2.1.3.1 Obnova Soti§

V preteklih desetletjinh se je palo pretirano mineralizacijo Sote (Prentice in s@D01)
prepré&evati z dvigom podtalne vode na prvotni nivo (Brake sod., 1999). S
spodbujanjem rasti 0z. inokulacijo prvotnega ragtlina Soti&h (Schipper in sod., 2002;
Woadsten in sod., 2008) se ohranja prvotna kKemisestava organske snovi v tleh (Wind-
Mulder in sod., 1996; Djurdjevic in sod. 2003), pemer se je za koristno izkazalo celo
gnojenje s fosforjem (Sottocornola in sod., 2007).

Dolocen del Sote se med obnovo SotSanokstnih razmerah mineralizira, kar se kaze v
poviSanih koncentracijah DOC, vendar se né&umanara&anja koncentracij huminskih
kislin v raztopljeni organski snovi (Glatzel in sp@003) produkcija C@(mineralizacija
DOC) gasoma preneha (Goldhammer in Blodau, 2008). V fietdph Sotnih tleh se je
akumuliral acetat, prihajalo je do anaks respiracije s sulfatom in z zamikom Se do
metanogeneze, vendar sta ta dva procesa pokfla- 122 % produkcije CE kar kaZze na
prisotnost mnogih alternativnih in nepoznanih aobeih poti v Sotnih tleh (Goldhammer
in Blodau, 2008).

Nivo podtalnice in pH Sot&Ssta vplivala na spremembe populacij tako eukaslahtkot
prokariontskih organizmov, ptdemer se je glivha populacija znizala, populacijeov,
skaka&ev, prazivali in bakterij pa poviSala ob dvignjenaivoju podtalnice v obnovljenem
Soti¥u (van Dijk in sod., 2009). Na dvignjenih barjie g pestrost rastlinja ¥asu od
zaetka obnavljanja poviSala, struktura zdruzbe ¢wegWatts in sod., 2008) in metuljev
(Butovsky in sod., 2004) pa je postajala vedno Ipmgobna nativnim zdruzbam teh
ekosistemov.

2.1.4 Povezava med ogljikovim in duSikovim ciklom

Produktivnost ekosistemov ni odvisna le od ogljikampak je v tesni povezavi z
dostopnostjo ostalih esencialnih nutrientov — dai§ik), fosforja (P), kisika (O) in Zvepla
(S). Ti elementi so klgni gradniki bioloskih molekul in vzdrzujejo tako tatrofno

primarno produkcijo, kot heterotrofno sekundarn@dwkcijo. Z izjemo duSika, ki je
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pretezno zastopan v obliki tezko dostopnega modekeba dusSika (N v atmosferi, so
ostali elementi zivim organizmom razpolozljivi voplalnih rezervoarjin (Atlas in Bartha,
1993; Paul in Clark, 1996; Madigan in sod., 2008tt@mley in Myrold, 2007; Horwath,
2007; Robertson in Groffman, 2007).

V rastlinsko biomaso so poleg ogljika vgrajeni tddugi elementi, ki se med heterotrofno
razgradnjo (sekundarno produkcijo) mineralizirdf@cina rastlinskega materiala vsebuje
polimere ogljika, najvé virov duSika pa se nahaja v proteinih citoplazmaeenceltne
peptidaze in proteaze razgradijo proteine do anmfiak Slednje so labilen vir dusSika v
ekosistemu, ki ga mikroorganizmi potrebujejo zaadmjo v lastne proteine, nukleinske
kisline in ostale cethe sestavine (Atlas in Bartha, 1993; Paul in Cla896; Madigan in
sod., 2003; Bottomley in Myrold, 2007; Horwath, ZQ®obertson in Groffman, 2007).

Ker je dusSik v talnih ekosistemih navadno limitnitrent, je razgradnja organske snovi
predvsem odvisna od razmerja med ogljikom in dusiK€ : N) v substratih. V substratih
z nizkim C : N je duSika W& kot ga mikroorganizmi potrebujejo za lastni opstato ga v
obliki amonija spro&jo v okolico (mineralizacija dusSika). V substratilvisokim C : N pa
je dusika premalo za popolno razgradnjo, zato bodwobi poskusali pridobiti mineralni
dusik iz okolice (imobilizacija dusSika) (RobertsonGroffman, 2007). Gnojenje organskih
tal z mineralnim dusikom zniza razmerje C : N, lrastpa v povprgu privzamejo le 50 %
dodanega dusika (Galloway in Cowling, 2002), zatiokb pride do dodatne razgradnje
talne organske snovi (Robertson in Groffman, 2063y, je poleg izsuSevanja dodaten
Skodljiv aspekt uporabe Sotnih tal v kmetijske naene

2.2 DUSIKOV CIKEL

Dusik v tleh je lahko organski ali anorganski. Ag@nske oblike duSika so molekularni
dusik (N), amoniak/amonij (NEINH4"), nitrit (NO,), nitrat (NG, duSikov oksid (NO)
in dusSikov oksidul (MO). Organski duSik je vgrajen v proteine, nuklegdksline in
amino sladkorje biomase. Urea je oblika duSikge kzloc¢ajo Zivali in ljudje (Robertson in
Groffman, 2007). V nativnih mokid#é je najveé duSika v organski snovi. DuSik je
navadno limiten, zato se po mineralizaciji organskevi hitro vgradi v Zivo rastlinsko in
mikrobno biomaso in so koncentracije mineralneg&ilkdu v tleh nizke (Reddy in
DelLaune, 2008).

2.2.1 BioloSko krozenje dusika v tleh

Globalno kroZzenje dusSika (N) na Zemlji v grobem gkat z biolosko fiksacijo,
mineralizacijo, nitrifikacijo in denitrifikacijo. ksacija duSika prenese atmosferski W
biosfero, z amonifikacijo se organski N pretvorinineralni amonij (NH"), z nitrifikacijo
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se mineralne oblike dusika iz NH pretvarjajo do nitrita (N@) in nitrata (NQ).
Denitrifikacija reducira N@ in NO, v plinaste oblike (NO, BD in Np), ki vstopajo nazaj
v atmosfero.Ce ne bi bilo denitrifikacije, bi se iz atmosfergasoma fiksiral ves N
(Bottomley in Myrold, 2007). Znotraj biosfere pogeinterni dusikov cikel, ki je sestavljen
iz hkratne mineralizacije organskega dusSika in daaije mineralnega dusSika (Robertson
in Groffman, 2007).

2.2.1.1 Fiksacija dusSika

Fiksacija du3ikaje redukcija atmosferskega, N NH;". Fiksacijo N vr3ijo bakterije in
arheje z aktivnim encimskim kompleksom, ki se injennitrogenaza. Nitrogenaza je
ob¢utljiva za kisik, zato fiksacija Npoteka v striktno anoksiih pogojih, kot so cone v
okolici korenin, na meji ok&no/anoksino poplavljenih tal in v anok&mih tleh mokris.
Za prekinitev trojne vezi v molekuli Nje potrebno veliko energije, zato je ¢rea
prostoziveih fiksatorjev N fototrofnih ali pa zivijo v simbiozi s fototrofninrastlinami
(Bottomley in Myrold, 2007).

2.2.1.2 Amonifikacija in imobilizacija duSika

Amonifikacijaje bioloSka pretvorba organskega dusika v4;Nied razgradnjo organske
snovi in je prvi korak pri mineralizaciji organskedN. Amonifikacija v anokshih
razmerah je zaradi upasnjene razgradnje organske snovigsmejSa kot v ok&nih
razmerah.Imobilizacija duSika je vgradnja mineraliziranega amonija v wiKro in
rastlinsko biomaso. O poteku imobilizacije mineegja N v tleh odléa razmerje C: N v
organski snovi, ki se razgrajuje (Atlas in Barth@93; Paul in Clark, 1996; Bottomley in
Myrold, 2007; Robertson in Groffman, 2007).

2.2.1.3 Nitrifikacija

Nitrifikacija je bioloska oksidacija amoniaka (\WH— NHa3) v nitrat (NG, ki poteka v
oksicnih razmerah. Nitrifikacija poteka v dveh stopnjahprvi stopnji se NH oksidira v
NO,, v drugi stopnji pa N@ v NOs. Prvo stopnjo nitrifikacije vrSijo kemoavtotrofne
bakterije, ki amonij uporabijo kot vir elektronos respiracijo s kisikom, organsko snov pa
v obliki CO; fiksirajo iz atmosfere (Prosser, 1989).

Pionir mikrobiologije, dr. Sergei Nikolaievich Wigoadsky, je do leta 1893 izoliral in
poimenoval prve rodove bakterij, ki avtotrofno aksajo amonij (Nitrosomonas
Nitrosospirg NitrosococcusNitrosolobusin Nitrosovibrio) (Atlas in Bartha, 1993) in so
bili z izjemo rodu Nitrosococcus (Gamaproteobakterije) vsi u¥eni med
Betaproteobakterije (Purkhold in sod., 2000). K@snso bili iz tal izolirani tudi
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heterotrofni nitrifikatorji (Nishio in sod., 1998Brierley in Wood, 2001), vendar je
avtotrofna nitrifikacija v tleh prevladuja (Islam in sod., 2007). Poleg amonij
oksidirajaiih bakterij (AOB) so pred kratkim v morskih sedintibnodkrili arheje, ki
oksidirajo amonij (AOA) (Francis in sod., 2005).S#okem spektru razinih tal je bilo
Stevilo AOA viSje od AOB (Leininger in sod., 200&ar je bilo ugotovljeno tudi v tleh
Ljubljanskega barja (Hofferle in sod., 2010) in &ada AOA z edinstvenimi mehanizmi
nitrifikacije in avtotrofije signifikantno sodeluj pri kroZenju ogljika in dusika v morskih
in kopenskih ekosistemih (Walker in sod., 2010).

Bakterije, ki oksidirajo nitrit (NOB), so na splasmolj raznolike od AOB in spadajo v
razrede Proteobakterij (Alfa/Gama/Deltaproteobajeferin Nitrospir, vendar so z
modernimi molekularnimi teknikami v tleh uspeli odkle dva pomembna rodova,
Nitrobacterin Nitrospira (Freitag in sod., 2005).

2.2.1.3.1 Vpliv okoljskih dejavnikov na nitrifikacijo

O tem, ali bo v tleh nitrifikacija tekla, odla predvsem dostopnost amonifze so tla
limitirana z dusikom, potem se bo mineraliziran JlHmobiliziral v biomaso in
nitrifikacija ne bo tekla. Prav tako imajo rastlinevadno visjo afiniteto do mineralnega
NH," kot bakterije. Torej do nitrifikacije pride le giseseznih koncentracijah mineralnega
NH," v tleh, ki so posledica intenzivne mineralizaagjganske snovi, ali pa gnojenja z
dusSikovimi gnojili (Robertson, 1982).

Nitrifikacija poteka v striktno oksnih pogojih (Prosser, 1989), zato je v potopljethén
moc¢no inhibirana (Linn in Doran, 1984). V mok¥iB nitrifikacija tete v oksénih predelih
okoli rastlinskih korenin ali pa na meji tla/podtalvoda, kjer se v priblizno 2 mm debelem
sloju tal vzpostavi optimalna vsebnost vode inkdsza nitrifikacijo (Brune in sod., 2000;
Kristensen, 2000).

Nitrifikacija optimalno poteka pri nevtralnih pH-78 (Prosser, 1989), kasneje pa so bili
odkriti mehanizmi, ki omogajo nitrifikacijo v kislih tleh (De Boer in Kowalalk, 2001).
Hitrost nitrifikacije je sicer odvisna od tempenau(Dalias in sod., 2002), vendar
nitrifikacija lahko té€e celo v zmrznjenih tleh (Clark in sod., 2009).

2.2.1.4 Denitrifikacija

Denitrifikacija je uplinjevanje raztoplienega nitrata (MO in nitrita (NG)) preko
duSikovega monoksida (NO) v plinasta dusSikov oKs{tNyO) in molekularni dusSik (B
(Knowles, 1982). Mikrobiologi pod pojmom denitrifikija razumemo predvsem
disimilativno redukcijo nitrata v dusSikove plinei jo vrSijo respiratorni denitrifikatorji
(Tiedje, 1994; Mahne in Tiedje, 1995). Ta procesni@&robna respiracija, pri kateri se
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elektroni med razgradnjo organske snovi prenasSago sprejemnike elektronov v
naslednjem vrstnem redu: NONO,, NO, NO (Madigan in sod., 2003). Ker je nitrat
energetsko manj ugoden sprejemnik elektronov odk&isdenitrifikacija poteka v
anoksténih razmerah (Linn in Doran, 1984).

Denitrifikatorji so tako fizioloSko kot taksonomskmlo raznoliki. Obstajajo heterotrofni,
kemoavtotrofni in fotoavtotrofni denitrifikatorjiki so lahko tudi fiksatorji duSika,
termofili, halofili in patogeni. Identificiranih jéilo ved kot 50 rodov in veé kot 125 vrst
denitrifikatorjev (Zumft, 1997). Za tla so znkmi heterotrofni fakultativno anaerobni
denitrifikatorji iz rodov Pseudomonas Alcaligenes Bacillus Agribacterium in
Flavibacterium(Tiedje, 1994; Robertson in Groffman, 2007).

2.2.1.4.1 Vpliv okoljskih dejavnikov na denitrifikacijo

Denitrifikacija poteka v anok&nih okoljih. Ta okolja se v Wi meri vzpostavijo v
potopljenih tleh (mokri&), v manjSi meri pa se anokseé cone vzpostavijo v talnih
agregatih, celo v dobro aeriranih tleh (Wrage id.s@001). Talni agregati v premeru
merijo manj kot 2 mm in so skupek mineralov in okt organske snovi, ki jih
povezujejo polisaharidi bioloSkega izvora (PauCiark, 1996). Ti agregati so obkrozeni s
tankim slojem vode, ki ovira izmenjavo plinov. Zdravisoke mikrobne aktivnosti je
poraba kisika v okolici talnih agregatov hitrejS& ame difuzije v notranjost agregatov,
kjer so posledino vzpostavljene stalne anokse razmere (Sexstone in sod., 1985).
Denitrifikacija postane signifikantna pri 60 % WFPSvodo napolnjena prostornina por —
water filled pore space) (Linn in Doran, 1984).

Poleg anoksnih razmer morata za denitrifikacijo biti zagotevip Se nitrat in nitrit, ki sta
alternativna sprejemnika elektronov za an&ksi respiracijo denitrifikatorjev (Tiedje,
1994; Mahne in Tiedje, 1995). Kljub temu, da oletajkemolitotrofni in fotolitotrofni
denitrifikatorji, je denitrifikacija v tleh predvse heterotrofna, zato mora biti razpolozljiv
tudi vir organskega ogljika (Paul in Clark, 1996).

Nitrat se v tleh kogi z nitrifikacijo, ki poteka v oksinih razmerah (Prosser, 1989). V
stalno potopljenih tleh mokisn rizevih polj je dostopnost kisika nizka, zatornavadno
nitrat limitni dejavnik denitrifikacije. Ce v dol@&enem sloju tal obstaja z nivojem
podtalnice doldena meja oksgno/anokstno, nitrati pronicajo iz povrSinskih oKsiih
slojev tal v anoksne sloje tal, kjer pote denitrifikacija. V takih razmerah pogosto
postane limiten ogljik (Knowles, 1982; Atlas in Baa, 1993; Tiedje, 1994; Paul in Clark,
1996; Galloway in Cowling, 2002; Madigan in sod03; Robertson in Groffman, 2007,
Reddy in DeLaune, 2008).

Kadar se okgnhe in anoksine razmere perio&hho izmenjujejo zaradi nihanja nivoja
podtalne vode po mdaih dezevjih in obasnih poplavah, je denitrifikacija stimulirana
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(Tiedje, 1994; Paul in Clark, 1996). Oksa nitrifikacija in mineralizacija zagotavljata
tako vir organske snovi, kot vir nitrata za anoksei heterotrofno denitrifikacijo (Wrage in
sod., 2001). Kvaliteta vira ogljika igra pomembndogo Se posebej pri nizkih
temperaturah, ki inhibirajo denitrifikacijo (Lewansivki, 1982; Nedwell, 1999; Matrtin in
sod., 2009).

2.2.1.5 Ostali procesi, vkljgeni v krozenje dusSika

Disimilativna redukcija nitrata do amonij@DNRA) poteka v anok&nih razmerah in jo
vrSijo obligatni anaerobi kot st@lostridium in Streptococcusza pridobivanje energije
(Tiedje, 1994; Reddy in DelLaune, 2008).

Asimilativna redukcija nitrata do amonijANRA) je oksten in anoksien proces in
vkljucuje redukcijo nitrata v amino skupine, ki postanég celtnih sestavin. ANRA je
zn&ilna za mikroorganizme in ¥@o rastlin (Tiedje, 1994; Reddy in DeLaune, 2008).

Nerespiratorna denitrifikacijapoteka z razéinimi bakterijami in glivami, ki asimilirajo
nitrat in v glavnem proizvajajo 40 v aerobnih in anaerobnih razmerah, pri tem pa, za
razliko od respiratorne denitrifikacije, ne pride&jo energije za celno rast (Tiedje, 1994,
Robertson in Groffman, 2007).

Anaerobna oksidacija amonija (anammgg) bila prvE odkrita v bioreaktorjihcistilnih
naprav (Mulder in sod., 1995) in je reakcija amarifiH;") in nitrita (NQ,) v molekularni
dusik (N). Proces poteka s specializirano skupino anaenobmkroorganizmov, ki so
prisotni tudi v tleh (Humbert in sod., 2009), vendam proces v tleh ni signifikanten
(Prosser, 2007).

Kemodenitrifikacija poteka v kislih tleh (pK5), ko NG kemino reagira v NO. Pri
kemodenitrifikaciji v manjSi meri nastajata SeNin N,. NOs™ lahko oksidira organski
dusik, pricemer nastaja N Reakcija bi lahko bila pomemben vir atmosferskiigamed
taljenjem zamrznjenih tal in vlazenjem suhih taieflje, 1994; Paul in Clark, 1996;
Russow in sod., 2000; Robertson in Groffman, 26&sow in sod., 2009).

Volatilizacija amoniakaje fizikalno-kemijski proces, ki poteka predvsenaikalnih tleh
(pH > 7.5), ko je ravnotezje med raztopljenim Nkh plinastim NH mosno pomaknjeno
v smer NH, ki lahko prosto volatilizira iz tal (Reddy in Daune, 2008). Opredelitev
volatilizacije NH; v tleh je pomembna za kmetijstvo, saj lahko preadgt velik del izgub
mineralnega dusika iz tal po aplikaciji duSikovimogl (Berge in sod., 2005).
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2.2.2 Vpliv ¢loveka na globalno kroZzenje dusSika

Z vpeljavo kemijskega procesa Haber-Bosch, ki omiagometno fiksacijo duSika, se je v
preteklem stoletju z&la proizvodnja umetnih dusikovih gnojil, ki so @j$ala kmetijsko
izrabo tal in povéala proizvodnjo hrane na svetu. Od vpeljave HalmseB procesa do
danes je svetovna populacija eksponentno naraslg,tako pa tudi kodine reaktivhega
dusSika (Nr) na Zemlji (Galloway in sod., 2003).

NasSe okolje je poleg omenjenega Nr iz proizvodnjanb dodatno obremenjeno Se z
dusikom, ki se spréa v atmosfero ob kurjenju fosilnih goriv. V 19908b antropogeni
viri Nr predstavljali vé kot 160 teragramov (Tg) N letno, kar pomeni, dangeglobalni
ravni vnos antropogenega Nr 11-krat viSji od naemavnosa z biolosko fiksacijo (15 Tg
N letno). Kar 85 % antropogenega dusSika se porabipmizvodnjo umetnih gnojil,
posledéno so se hitrosti krozenja duSika znotraj biosfpoElvojile. 50 % dodanega
mineralnega dusSika sprejme rastlinska biomasa,sgato 50 % reaktivnega dusSika pa je
podvrzeno volatilizaciji amoniaka, kemodenitrifilggdn mikrobnim procesom v tleh
(Galloway in Cowling, 2002; Galloway in sod., 2008ntropogeni vnos je povisal obseg
in podvojil hitrosti krozenja dusika. Zaradi znigga razmerja C : N prihaja do stimulacije
mineralizacije organskega ogljika v tleh, zato jebalni dusSikov cikel po antropogenih
posegih pidel poganjati ogljikovega (Gruber in Galloway, 2008)

Presezne kaline duSika v tleh povztajo vrsto ekolosSkih problemov, saj se odvie
mineralni duSik spira v podtalne vode, te pa sekajp v reke, jezera in oceane. Z
nitrifikacijo nastanejo nitrati, ki skupaj s toksimi nitriti (Gelfand in Yakir, 2008)
povzratajo evtrofikacijo, omejeno dostopnost kisika, znjgadiverzitete in posledno
uni¢enje sladkovodnih in priobalnih ekosistemov (Vitekisn sod., 1997; Rabalais, 2002).
Zato je denitrifikacija v tleh, ki presezke dusikaca v atmosfero, kljgni mehanizem za
prepré&evanje onesnazenja podtalnih voda (Tiedje, 1994).

Denitrifikacija, ki ima sicer omenjene pozitivnéinke, prispeva k povisanju koncentracij
N>O v atmosferi (Mosier in sod., 1998),M je toplogredni plin z razpolovno dobo 114 let
in 298-krat moénejSim toplogrednim ¢inkom od ogljikovega dioksida (Cpter 12-krat
mocnejSim od metana (Gl (Forster s sod., 2007). V tleh le dédm delez mineralnega
duSika (NQ in NO,) reducira do B preostanek pa iz zemlje izhaja kot emisija
toplogrednega pD (Abbasi in Adams, 2000; Mathieu in sod., 2006s&un sod., 2006;
Carter, 2007). Tudi nitrifikacija delno prispevaeknisiam NO (Russow in sod., 2000;
Wrage in sod., 2001; Wrage in sod., 2004; Russosod, 2009).
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2.3 SOTNA TLA LJUBLJANSKEGA BARJA

Ljubljansko barje lezi v Ljubljanski kotlini, ki jena eni strani omejena s predalpskim
svetom, na drugi pa s kraskim svetom. Kok padavin na Ljubljanskem barju niha med
75 in 150 mm mes®o, temperatura zraka pa se giblje med - 3 °C9€ pozimi ter med
18 °C in 24 °C poleti (Izbrani met ... , 2004). #aLjubljanskega barja so ztime visoke
vsebnosti vode (90 % WHC) pozimi in nizke (45 % WH@bleti (Stres in sod., 2008),
temperatura zgornjega sloja tal je med — 1 °C € Gozimi ter 17 °C in 24 °C poleti
(Danexi¢ in sod., 2010). Z globino se vpliv zunanjih sezdmgdemperaturnih fluktuacij
niza in temperatura na globini 90 cm niha med 6r*@8 °C, nivo podtalnice pa v rednih
intervalih, tudi po vékrat meséno, niha na globinah med 14 cm in 46 cm (Rep009).

2.3.1 Renaturacija Ljubljanskega barja

Krajinski park Ljubljansko barje je podije visoke naravne in kulturne dedlise (Tome in
sod., 2000) in spada med &#dna obmdja Natura 2000 (Simoneti in sod., 2007). V
preteklosti je bilo Ljubljansko barje izsuSevanoamene kmetijstva. Zaradi spusta nivoja
podtalnice so vrhniji sloji tal postali preZemi in so se&soma zé&eli mineralizirati. Zato

v gornjem sloju tal Ljubljanskega barja ne najderad prave Sote (Melik, 1927; Preniel
2006), vendar imajo tla kljub temu Se vedno visekebnost organskega ogljika (Hacin in
sod., 2001).

V naSi prejSnji Studiji smo ugotavljali, kako binauracija Ljubljanskega barja (dvig
podtalnice na naravni nivo) vplivala na aktivhasstevilo nitrifikacijskih (Resman, 2007)
in denitrifikacijskih (Pal, 2007) mikroorganizmosrtstrukturo mikrobnih zdruzb (Stres in
sod., 2008). Ugotovili smo, da je spreminjanje @{oh dejavnikov (temperature in
vsebnosti vode) vplivalo predvsem na nitrifikacgsgotenciale v tleh (Resman, 2007),
medtem ko so denitrifikacijski potenciali ostajalespremenjeni (Pal, 2007). Stevilo
nitrifikacijskih in denitrifikacijskihn mikroorganimov pa se ni spremenilo kljub daljSi
izpostavljenosti nizkim (ok&no) ali visokim (anok$no) vsebnostim vode v tleh in
mikrobne zdruzbe so po 12. tednih inkubacij v taeh pogojih ostale nespremenjene
(Stres in sod., 2008).

V stalno potopljenih tleh se je ves nitrat porapibsledtno se je prenehala produkcija
toplogrednega PO, tla pa so po 7. tednih pela proizvajati metan (CHl (Jerman in sod.,
2009), kar je znalno za mokriga (Prentice in sod., 2001). Pri visokih temperdtiga se
emisije CQ prenehale po 12. tednih inkubacije ne glede naness vode (Stres in sod.,
2008), kar je nakazalo da@leno omejenost rezervoarja dostopnega organskegkaogl
tleh, inkubiranih pri konstantnih pogojih.

Naselja na Ljubljanskem barju so kljub mrezi izsadeih jarkov in regulaciji nivoja reke
Ljubljanice Se vedno poplavno ogroZena¢emer préajo tudi nedavne poplave v SirSi



Pal L.Cistilna sposobnost tal Ljubljanskega barja za etgavanje mineralnih oblik dugika. 15
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2011

okolici Ljubljane (Hladnik-Milhati¢, 2010). Pred izsuSevanjem Ljubljanskega barja so
bile take poplave pogostejSe in obseznejSe (Mel®27), zato ideja o renaturaciji
Ljubljanskega barja z dvigom podtalnice ne pridgostev.

WM W

2.3.2 Sota in¢isenje odpadnih voda

Sota je primerna z#&i&enje odpadnih voda (Damman, 1988). Obstajajo iltrii z
vertikalnim (VF — vertical flow) ali horizontalninfHF — horizontal flow) pretokom
(Corley in sod., 2006; &v in sod., 2009), lahko pa se Sota nahaja v bidoggh s Sotno
posteljico (Heavey, 2003). MozZno je tutiscenje v naravi, ko se odpadno vodo nanaSa
direktno na povrsino moki3(Klive, 2001; Healy in sod., 2007). Sota je zaradikéso
kationske izmenjevalne kapacitete uporabna tudiopistranjevanju kovin iz odpadnih
voda (Brown in sod., 2000; Ringqvist in sod., 20Qalmykova in sod., 2009).

Cis¢enje odpadnih voda z uporabo 3ote je lahko tudiabéso (Hu in Gagnon, 2006;
Healy in sod., 2007). Vertikalni pretoki omago oksidacijo amonija, probleméatia pa
je denitrifikacija. Pri sistemih s horizontalnim gpokom so pogoji za denitrifikacijo
ugodni, oksidacija amonija pa je omejena (Vymaz2807). Omenjeni sistemi ne morejo
vzdrzevati oksinih in anoksinih razmer hkrati, zato je za popolno odstranjexyahjSika
primernejSe kombinirati ok&me in anoksine sisteme (Vymazal, 2007). Dobro aerirani
reaktorji s Sotnimi posteljicami soc¢inkovito oksidirali amonij, nastali nitrat pa se v
anokséni koloni ni denitrificiral (Heavey, 2003). Anoksii sistemi za denitrifikacijo
s¢asoma postanejo nefunkcionalni zaradi pomanjkaogogpnega vira ogljika (Heavey,
2003; Ambus in sod., 2007; Dodla in sod., 2008;e@ibn sod., 2008; Martin in sod.,
2009).

Nihanje nivoja podtalnice v odvisnosti od padavanljubljanskem barju se, zaradi mreze
izsuSevalnih jarkov, w#no leta odvija pod povrSjem tal (RépR009). Posledno se v teh
slojih tal izmenjujejo oksne in anoksine razmere (Linn in Doran, 1984; Brune in sod.,
2000; Kristensen, 2000). V oksih razmerah se del organske snovi razgradi v rodmo
dostopne oblike, ki lahko v anoksih razmerah predstavljajo vir organskega ogljika z
denitrifikacijo (Knowles, 1982; Tiedje, 1994; Paui Clark, 1996; Horwath, 2007,
Robertson in Groffman, 2007).

Glede na prebrano literaturo smo v tezah tega dslktga dela predpostavili, da bi
periodino izmenjavanje ok&nih in anoksinih razmer v tleh Ljubljanskega barja
omogaalo uspesno odstranjevanje dodanega mineralnegkadu®dsotnosti zunanjega
vira ogljika. Optimalne hitrosti odstranjevanja mralnega dusika (Saad in Conrad, 1993)
smo ugotavljali pri 28 °C, minimalne hitrosti pa #r°C (Stres in sod., 2008).
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3 MATERIAL IN METODE

V nadaljevanju je opisana izvedba eksperimentovsokise zéeli najprej z opredelitvijo
potencialnih mikrobnih aktivnosti v naravi — na p&smentalnem polju — ter se nato
nadaljevali s tremi laboratorijskimi inkubacijskineksperimenti v mikrokozmih, ki so
vkljucevali opredelitev vplivov fizikalno-kemijskih in dioskih dejavnikov na mikrobne
procese krozenja duSika. Dobljeni rezultati so takoogdaili opredelitev primernosti

P 4%

uporabe pretevanih tal z&is¢enje z mineralnim dusikom bogatih odpadnih voda.

3.1 VZORCENJE TAL NA EKSPERIMENTALNEM POLJU NA LJUBLJANSKEM
BARJU

Eksperimentalno polje v Podkraju pri TomiSlju naulbljanskem barju (45°58°S in
14°28°7) je travnik s Sotnimi tlemi, ki so zaradsuSevanja Ljubljanskega barja delno
razgrajena (Hacin in sod., 2001). Tako kot nivo tpbdce tudi vsebnost organskega
ogliika narasa z oddaljenostjo od drenaznega jarka in tla eks@etalnega polja se v
grobem delijo na tla LC (low carbon) in tla HC (higarbon). Predel HC vsebuje mesto, ki
je Ze 38 let tékasto onesnazeno z gospodinjskimi odplakami (Hl&fer sod., 2010) in
vsebuje poviSane koncentracije amonija (HA — higimenium).

Tla LC (Humic gleysoil) na globinah 0 - 90 cm vsgho 90 -120 mg &g g% (9 - 12 %)
organskega ogljikain 4 -7 mg,,@lg’lst (0,4 - 0,7 %) organskega duSika in imajo nizjiniv
podtalne vode (70 - 120 cm), ker so blizje drenaingarku. Tla HC (Histosol) imajo visji
nivo podtalne vode (10 - 60 cm) in imajo na globida- 90 cm visjo vsebnost organskega
oglika (160 -240 mg &y g'st= 16 - 24 %) in organskega dusika (8 - 15 mg '
=0,8 - 1,5 %) (Hacin in sod., 2001).

Podzemni rezervoar gospodinjstva (n = 2 osebitdji na predelu HC eksperimentalnega
polja, je tik nad povrsSino tal preluknjan in premddjfa vir tockastega onesnazenja (HA —
high ammonium) z gospodinjskimi odpadnimi vodama ¢lobinah 40 - 100 cm mesta HA
so koncentracije amonija narastle iz 12 na 220 Hg NN gy, medtem ko so
koncentracije nitrata zna3ale 0 -60 ugaNON g's. NeonesnaZeno mesto LA (low
ammonium) je bilo 25 m oddaljeno od HA in je vseblovO - 14 ug NH - N g’ in

0 -4 ug NQ@ - N g’ (Hofferle in sod., 2010).

3.1.1 Vzoréenje vertikalnih profilov tal za analize denitrifik acijske encimske
aktivnosti (DEA) in najbolj verjetnega Stevila dentrifikatorjev (MPN)

Za ugotavljanje prostorske variabilnosti in vplivanesnazenosti z gospodinjskimi
odplakami na potencialne denitrifikacijske aktivinas Stevilo denitrifikatorjev v naravi
sta bili na medsebojni razdalji 25 m izbrani dvekaiji vzorkenja (lokacijal in
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lokacija 2). Lokacija 1 je bila na neonesnaZeneru aksperimentalnega polja (LA),
lokacija 2 pa na mestu dkastega onesnazenja tal z gospodinjskimi odplakgid).
Lokacija 2 je bila 1 m oddaljena od rezervoarjakaterega so na povrSino tal pronicale
gospodinjske odplake (Slika 1).

Znotraj lokacije 1 in lokacije 2 so bili ¢teno odvzeti po trije vertikalni profili, medsebojno
oddaljeni po 1 m (mikrolokacije 1a, 1b, 1c in 2B, 2c). Vertikalni profili so bili odvzeti

na globinah 0 -10cm, 10 -20 cm, 20 - 40 cm, 80 em, 60 - 80 cm in 80 - 100 cm na
vsaki izmed Sestih mikrolokacij. Vz&gne sredice posameznih globin s premerom 5 cm so
bile homogenizirane v laboratoriju. Odstranjendija s prostim ¢éesom vidna biomasa in
tla so bila presejana skozi sito s porami prememar8 Analiza DEA vseh vzorcev tal je
trajala 4 dni, v tem obdobju pa so bila tla shraaje plastinih vrezkah pri 4 °C.

Lokacija 1: a b c

s
<

vertikalni profili

Povpreni nivo podtalnice

Lokacija2: a 1m

Globina tal [cm] :

-

& V""'asy
i

Rezervoar
gospodinjskih odplak

Slika 1. Shema vzeéenja vertikalnih profilov tal na neonesnazeni itkimsto onesnaZzeni lokaciji

Figure 1. Soil vertical profile (vertikalni profjlisampling sheme of unpolluted (Lokacija 1) andnpoi
polluted (Lokacija 2) sites (rezervoar gospodirjsiddplak = domestic sewage tank, po¥pienivo
podtalnice = average groundwater level, globinatabil depth, sezonsko nihanje podtalnice = afemnoal
groundwater fluctuations).

3.1.2 Vzoréenje zgornjega sloja tal globine 0 - 30 cm za eksjpmente v
mikrokozmih

Na neonesnazenem delu eksperimentalnega polja sonblivz organsko snovjo bogatejsSa
tla HC. Povr§ina vzéenja (100 ) je bila kvadratna, s stranico 10 m. V mreZi
10 m x 10 m, smo odvzeli 100 sredic, dolzine 30 snpremerom 7 cm (Slika 2) in z
ohranjeno vertikalno strukturo tal ter vso vegetaci
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Homogenizacija tal je potekala v laboratoriju. Kree in ostanke Zive, s prostintesom
vidne, rastlinske in zivalske biomase, smo izadstranjevali pred in med sejanjem s
sitom z 8 mm porami. Vsa presejana tla smo dobempgali med seboj, da smo dobili
homogeno maso tal, ki smo jo shranili pri 4 °C zatesnjenih plastnih vreckah (Slika
2).

Tloris mreZe vzafenja na eksperimentalnem polju: Talna Homogenizacija:
sredica:

T .

10m

o |0 (0|0 [0 (0 0o 0 0 0

o o o (oo o 0|0 0|0

e |0 [0 [0 0|0 0 0 o 0
o |0 |0 (0|0 (0 o |0 0 0
o |0 [0 (0|0 (0 o |0 0 0
oo oo (o o 0|0 0|0
o o o (oo o 0|0 0|0
o o oo 0o o 0|0 0|0
o |0 |0 (0|0 (0 o |0 0 0

e |0 [0 (0 (0 0 o 0

Eksperimenti z mikrokozmi: Shranjevanje pri4C:

Slika 2. Shema vzoenja, homogenizacije in shranjevanja tal za eksparte v mikrokozmih
Figure 2. The sheme of sampling, homogenizationsamege of soil for microcosm experiments

3.1.3 Ugotavljanje vsebnosti vode in kapacitete za zadrzanje vode v tleh takoj po
vzoréenju

Del analiz tal takoj po vzéenju se je nanaSal predvsem na abiotske dejavkikesta
vsebnost vode v tleh in kapaciteta tal za zadrjevaode v tleh, ki sta zelo pomembni
karakteristiki. Vsebnost vode v tleh je nujno pbtre dol@iti svezim vzorcem tal, saj
lahko rezultate eksperimentov, pridobljene iz tatlitnih vsebnosti vode med seboj
primerjamo le e so izraZeni na gravimetno enoto suhih tal, ali pa morajo biti izrazeni
na volumetino enoto tal. Podatka o&s#ni gravimetrini vsebnosti vode (VL - vlaznost)
ter kapaciteti tal za zadrZzevanje vode (WHC — wdtelding capacity) v tleh sta bila
potrebna za nastavitev in kontrolo Zelene vsebnastie v mikrokozmih s tlemi (glej
3.3.1).

3.1.3.1 Gravimetréna vsebnost vode v tleh

GravimetrEna vsebnost vode v tleh (VL) je mera, ki pove, kolgramov vode (o) je v
1g suhih tal (rg). Ugotavljanje vsebnosti vode v tleh smo vednoediv vsaj v treh
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ponovitvah. V suhe plastie tehtte, ki smo jih prej stehtali (@), smo zatehtali &no
30 g tal. Nato smo tla s tetitsusili do konstantne teze pri 60 °C (tla so bagabrgansko
shovjo, zato se susenje pri viSjih temperaturatlvetdge). PosuSena tla, skupaj s téhti
smo ponovno stehtali @en) in izracunali vsebnost vode v tleh.

Enaiba oz. formula (1)

mpy,0 _ 309-(m -m
VL= 20 399 (Mst+tent teht/)

Mmst Mst+teht — Mteht

(VL- gravimetrna vsebnost vode v tlemy,, — masa vode v tlehmy— masa suhih tahm,, — masa

tehtica, mg;,tep: — Masa suhih tal s tebiém)
- enaba velja,ce pred suSenjem tal v tehtiodamo téno 30 gtal

3.1.3.2 Kapaciteta tal za zadrZzevanje vode v tleh

Kapaciteta za zadrzevanje vode v tleh (WHC) je eiggvmasa vode, ki jo en gram tal
lahko zadrzi. WHC smo ovrednotili v Sestih ponoatyv V kovinske cilindre, s cedilom na
dnu, smo pogrnili nekaj slojev papirnate bésaPotem smo cilindre stehtali {imNato
smo dodali tla tako, da so segala 2 cm pod robdréi. Cilindre s cedilom, briga in tlemi
smo ¢ez n@& namakali v posodi z destilirano vodo. Naslednjn damo cilindre s tlemi,
prepojenimi z vodo, odcejali. Odtekanje vode smesjali s tehtanjem vsakih 60 minut.
Ko se je masa z vodo n&snih tal v cilindru ustalila (§wH20), Smo tla v cilindrih posusili
pri 60 °C in ugotovili maso cilindra s suhimi tle(mic.sy).

WHC tal smo ovrednotili samo nacaku eksperimenta, vsebnost vode v tleh smo izmeril
ob vsakokratni analizi vzorcev in jo izrazili v adsiem delezu kapacitete za zadrzevanje
vode v tleh (% WHC).

Enaba oz. formula . (2)

m m -m, VL
WHC = maxH0 — c+t+H0 c+st' % WHC = 2. 100%
Mmst Metst — Mc WHC
m — maksimalna masa vode, ki jo tla zadrzyo,, — masa suhih tabn, — masa suhega cilindra z
maxH,0 st c
brisaco, m¢,y,0 — Masa z vodo naginih tal skupaj s cilindronm,.,, — masa cilindra s suhimi tlen¥L

— vsebnost vode v tleh (e oz. formula 1)% WHC — delez vode glede na kapaciteto tal za zadrZzevanj
vodo)
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3.2 ANALIZE POTENCIALNIH ENCIMSKIH AKTIVNOSTI IN STEVILA
DENITRIFIKATORJEV V VERTIKALNEM PROFILU TAL

V nadaljevanju so opisane metode analiz potentiaenitrifikacijskin aktivnosti (DEA)
ter najbolj verjetnega Stevila (MPN) denitrifikagljh minkroorganizmov v vertikalnem,
1 m globokem profilu tal na eksperimentalnem paoluLjubljanskem barju.

3.2.1 Ugotavljanje denitrifikacijske encimske aktivnosti (DEA) v vertikalnem
profilu tal

DEA smo merili v talnem profilu na razhih globinah (glej 3.1.1 na str. 16). Meritve so
bile vedno izvedene v treh bioloskih ponovitvahnfikrolokacije) in vsaka od teh Se v
dveh tehninih ponovitvah.

V posamezno, 150 ml sterilno stekk&o, smo prenesli 10 g tal z znano vsebnostjo vode
in jih zalili s 40 ml sterilnega goga (5 mM glukoza, 5 mM nitrat, pH 6,5-6,8). Nato smo
v steklentkah vzpostavili anok&no atmosfero z 9% v/iv N, in 10 % v/v acetilena (glej
3.2.1.2 na str. 21).

Vse steklenike s suspenzijo tal in anoksb atmosfero z acetilenom so se 90 min stresale
pri 28 °C na 200 obr / min (stresalnik Tehtnicp; Wibromix 403 EVT). Med stresanjem
smo v 30-minutnih intervalih z 1-ml injekcijsko bgo in iglo vzoéili po 50 pl plinske
faze in vsebino o nanasali na kolono plinskega kromatografa, srikatsmo ugotovili
koncentracijo MO v plinski fazi steklerdk. Natin detekcije in izraun koncentracij BO s
plinsko kromatografijo je opisan v 3.3.3.5.2 na3iy.

Za ugotavljanje volumna plinske faze stekdérsmo ob koncu merjenja vsako stekidoi
s tlemi skupaj $epom in zamaskom stehtali {Beneka+tis), dolili destilirano vodo do roba
steklenéke, jo zaprli in spet stehtali (i stekierika)-

3.2.1.1 lzracun DEA

DEA smo izr&unali za vsako stekletko posebej. Za vsako stekléko smo potrebovali
podatke o koncentraciji #D [ppn v plinski fazi ob¢asih 0, 30, 60 in 90 min, ki smo jih
pridobili s plinsko kromatografijo. Iz teh podatk@mo z linearno regresijo ugotovili
koeficient naklona premice (k) odvisnosti koncecifea N;O po casu. Za opredelitev
absolutne kotiine N,O, ki jo je posamezni vzorec proizvedel, smo paixali podatek o
volumnu plinske faze (Y steklenéke. Plin NO se raztaplja v vodni fazi, zato smo
potrebovali Se podatek o volumnu vodne faze tajapsca (V) ter Bunsenov koeficient
raztapljanja MO pri 28°C f(iog.c). Podatek o masi suhih tal ¢min volumnu vode v tleh
(mu20) SMo izrgunali iz ena’be oz. formule ka vsebnost vode v tleh (VL). DEA smo
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izrazili kot maso duSika, ki se je pretvorila wO\ v enem gramu suhih tal v eni uri
(Mg NO — N g ™).

Enaba oz. formula .. (3)

DEA — 2 k[P E20N] 1076 (v 4 agg ccV))imil] (o 101,3-103[%]-14-106[%] 3
N mst[gst] RT 8,314[mI\LTK]~(273+28)[K] -
NoO-N
2k10-6:(Vg+0,508VD) [mIN,0-N] 141087277 11
: = DEA N,O — N h

mselgsellh] 247042 kg N Gst ]
- k= az;io ,1mol N,0 = 2mol N,0 — N - 2k = 61\126#’
- mg == ]

T VL+1 T VL1

- Vg = Myalita steklenicka — Msteklenicka+tla [ml]

- Vi =Vyojizca + My,0 =40 ml + VL - my[ml]

- my,o —Masa vode v tleh

- @yg.c = 0,508

- 1 mol plina pri 28 °C zaseda 24704 ml (izmaano po plinski endi).

3.2.1.2 Postopek zamenjave okse atmosfere z anoksio

Princip izmenjave atmosfere je analogen, tako Kklest&kah za meritve DEA, kot v
mikrokozmih.

Steklenéke smo z gumijastimiepi in aluminijastimi pokrogki zaprli ter preko gumijastih
¢epov izmenjali atmosfero z NSistem za izmenjavo atmosfere ima meSalni vekitil,
povezuje vakumskarpalko (Vacumbrand MZ2), jeklenko duSika (DuSik 5Messer
Slovenija) in 10 tankih cevid{ = cca. 1 mm). Na koncih cevi so nataknjene injekei

igle, preko katerih je moga izmenjava atmosfere skozi gumijasiepe steklertk

(mikrokozmov) z vzorci hkrati v desetih stekl&mh.

Anoksikno atmosfero smo vzpostavili s tremi vakuumirargix po 3 min) za vsako
steklenéko (mikrokozem). Med in po treh zaporednih vakuwmijih je sledil dodatek Nv
atmosfero stekletk do nadtlaka 1 bar. Nato smo notranji nadtlak pesane stekletike
izenaili z zunanjim tlakom. Tlak smo izeti#i z ohiSjem 10-ml injekcijske brizge brez
potisnega bata, ki je vsebovalo 5 ml vode.

V vse steklerike za DEA smo s 50ml injekcijsko brizgo in iglo koegumijastega&epa
dodali po 12 ml acetilena (~ 10 % v/v). V tiste ksidne mikrokozme, ki smo jim dodajali
acetilen pa 30 ml acetilena (~ 10 % v/v). Nato $manovno izenéli tlake. V diplomskem
delu Pal (2007) so metode izmenjevanja atmosfereendpene tudi s slikovnim
materialom.
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3.2.2 Ugotavljanje najbolj verjetnega Stevila denitrifikatorjev v vertikalnem profilu
tal

Stevilo denitrifikatorjev v tleh smo ugotavljalimetodo MPN (most probable number), ki
smo jo izvajali na mikrotitrskih pléah. Metoda MPN na mikrotitrskih plégh je
enostavnejSa od originalne metode MPN v epruvetahgHte (Tiedje, 1994; Mahne in
Tiedje, 1995), rezultati pa so primerljivi (Pal, 0. Metoda MPN deluje po principu
redienja suspenzije istih tal v ¥g@onovitvah in zaznavanja prisotnosti denitrifikggo v
posameznih regtvah po inkubaciji.

3.2.2.1 Priprava goji8a, suspenzije tal in nacepljanje na mikrotirskasfmo

Pripravili smo gojige za denitrifikatorje D30 (Tiedje in sod., 1982¢edje, 1994; Cheneby
in sod., 1998; Stres in sod., 2008). V pkasti merilno posodo smo nalili cca. 800 ml
deionizirane vode in ob meSanju z magnetnim mesghnB00 obr/min raztopili 1 g
hranilnega bujona (Nutrient Broth, Difco), 0,22 dN®;, 0,5 g Na-sukcinata, 0,5 g Na-
acetata ter deionizirano vodo dolili do oznake 1600 Goji&e smo prelili v
0,5 | steklenike ter sterilizirali z avtoklaviranjem (15 min, 12C). V mikrotitrske plo&e,

ki so imele 8 vrstic (A—H) z 12. luknjicami (skajp8 x 12 = 96 luknjic), smo najprej z
osem-kanalno pipeto sterilno dodali po 180 ul gaji®30 v vsako luknjico.

V sterilno 150-ml stekletko smo zatehtali 10 g tal z znano vsebnostjo vodketv in
dolili 90 ml goji¥a D30. Suspenzijo tal smo 30 min horizontalno strgsi 150 obr/min.
Takoj po stresanju smo suspenzijo tal nalili v ibterpetrijevko in zaeli s sterilnim
recenjem vzorcev na mikrotitrskih plégh. Z osem-kanalno pipeto smo prenesli 30 pl
suspenzije v vseh 8 luknjic prvega stolpca. Z novaterilnimi nastavki pipete smo
premesali vsebino luknjic in 30 pl prenesli v vsékknjico naslednjega stolpca in na enak
nain postopek prenasanja po 30 pl ponavljali do i@pesa. Tako je v vsaki od osmih
vrstic nastala po ena ponovitev ¢gdene vrste.

3.2.2.2 Inkubacija mikrotitrskih plo&in odiitavanje MPN

Mikrotitrske plo€e smo inkubirali pri 28°C v temi in v anoksi atmosferi, ki smo jo
vzpostavili tako, da smo mikrotitrske p&eS zaprli v plinotesne vi&e skupaj s
katalizatorjem, ki reducira ves prisoten kisik masferi.

Po inkubaciji smo odltali rezultate v posameznih luknjicah. Prisotnoistata v luknjici je
negativen rezultat. Prisotnost nitrita 0z. odsotmoata in nitrita sta pozitivha rezultata.
Reagent SA+NEDA obarva nitrit (NQ v luknjici vijoli¢no (pozitiven rezultat)Ce se
gojis¢e ob dodatku SA+NEDA ne obarva, dodamo cink. Cimttucira Se prisoten nitrat
(NO3) do nitrita (NQ), zato vijoléno barvo goji8a sedaj predstavlja nitrat (negativen
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rezultat). Ce se ob SA+NEDA in cinku luknjica sploh ne obarpameni, da se je ves
nitrat preko nitrita reduciral do plinastih prodokt(pozitiven rezultat).

3.2.2.3 lzraéun MPN

Obseg zdruzbe denitrifikatorjev smo podali kot ndjlierjetno Stevilo celic v enem gramu
suhih tal (MPN ds). Stevilo smo ugotovii s pondp raiunala Bam-MPN
(Blodgett, 2003). Za iztaun MPN so potrebni naslednji podatki:

- Masa suhih tal () v posameznem stolpcu kgenih vrst na mikrotitrski plas, ki jo
izratunano iz enée za vsebnost vode v tleh (&ba oz. formula 1), koncentracije
zacetne suspenzije tal @penzi), Kolicine suspenzije, ki smo jo prenasali med
luknjicami mikrotitrske plo& (30 pl) in kolkine gojia v posamezni luknjici
(180 pl).

- Nato v r&unalo vnesemo podatek o Stevilu ponovitev posameedgtve (8) ter
Stevilo pozitivnih luknjic za posamezno iev (0 - 8),

Ko vnesemo potrebne podatke¢unalo bam-MPN izréguna najbolj verjetno Stevilo celic
denitrifikatorjev v enem gramu suhih tal. Polegaggpda rezultat tudi v logaritemski
vrednosti s 95 % intervalom zaupanja.

Enaba oz. formula . (4)
I L= mstlgst] = Mst [gst] — Mgt [gstl
suspenztje Vsuspenzije [mi] MH,01tV gojiga [mi] (mtal_mst)"'vgojiﬁ*a [ml]
— 3oul st _
€1 = Csuspenzije ' 30ul+180ul m yMg = € 0:210ml [gst]

_ . 30ul |9t —c -
Cn = Cno1 oo [‘ml , My = ¢y - 0,210ml [gg], (2 <n < 12)

- Csuspenzije - KONceNtracija suhih tal v suspenziji

_ Mgq _ 10g _ .
Mg = 5= [gs:] — masa suhih tal

- Vsuspenzije = My,o + Vgojiéifa = (109 - mst) + 90ml

- My,o = Mg — Mg [ml] — masa/volumen vode v tleh

- ¢ - koncentracija suspenzije tal v prvi luknjici maktrske ploge
- my - masa tal v prvi luknjici mikrotitrske plég

- ¢, - koncentracija suspenzije v n-tem stolpcu mikoske ploge
- my,- masa tal v n-tem stolpcu mikrotitrske ples
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3.3 EKSPERIMENTIV MIKROKOZMIH

Eksperimenti v mikrokozmih so omoggdi spremljanje odvisnosti mikrobnih procesov od
prisonosti/odsotnosti mineralnega dusSika, akigi/anoksénih razmer, temperature itd. V
nadaljevanju so opisani trije laboratorijski eksmenti, ki so vkljievali inkubacijo tal v
mikrokozmih.

3.3.1 Opis mikrokozmov in obremenitev tal z mineralnim dusikom v mikrokozmih

Mikrokozme tal smo pripravili v 330-ml stekl€kiah, s premerom 5 cm, ki so se lahko
plinotesno zaprle z gumijastirdepi in aluminijastimi pokrogki (Slika 3).

Gumijasti ¢ep

PLINSKA FAZA:
330 ml

.............
........
. .

30g
homogeniziranih tal
globine 0 - 30 cm
(75 % WHC):

-12.7 g suhih tal
-17.3g HO

~1lcm

~5cm

Slika 3. Shema mikrokozma s tlemi
Figure 3 Soil microcosm sheme (gumijasp = rubber stopper, plinska faza = gas phase, geniiranih
tal globine = homogenized soil at the depth ofjlstdl = dry soil)
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V mikrokozme (Slika 3) smo dodali po 23,7 g tal’s% WHC. Nato smo po povrSini sloja
tal v mikrokozmih z 10-ml pipeto poskropili prim&rnkoli¢ino deionizirane vode
(V =6,3 ml), da so tla dosegla 75 % WHC (kontraimkrokozmi). V eksperimentalne oz.
z mineralnim dusSikom obremenjene mikrokozme smoatioeblumsko enako kalino
raztopine NHCI in KNOs, katere koncentracija je bila natao izra&unana, da smo skupaj
z zeleno vsebnostjo vode dosegli tudi obremenitamanijem in nitratom, ki smo jo zelel
(Preglednica 2, str. 47).

Mikrokozmi so tako vsebovali 30 g obremenjenihr@obremenjenih tal s 75 % WHC. Tla
v mikrokozmih so oblikovala 1 cm debel sloj s pane$20 cnf (Slika 3). Podatek o
povrSini tal v mikrokozmih smo uporabili za apraksicijo gravimetkinih obremenitev tal
na povrsinske obremenitve.

3.3.2 Trije inkubacijski eksperimenti z mikrokozmi

V nadaljevanju je predstavljena zasnova treh iakibkih eksperimentov v mikrokozmih
(Slika 4). Prvi eksperiment vkijwje vpliv temperature na nitrifikacijske in
denitrifikacijske procese in emisije;® in CG, v svezih tleh. Drugi eksperiment vidjuje
vpliv zaporednih ciklov okgnih in anoksinih razmer na te procese v tleh in tretji
eksperiment vpliv hranjenja tal pri 4°C na nitréijo, denitrifikacijo in mineralizacijo
organskega ogljika.

3.3.2.1 Eksperiment z mikrokozmi s sveze ve@mnimi tlemi: vpliv temperature na hitrosti
nitrifikacije in denitrifikacije

Pripravljenih je bilo 160 mikrokozmov, ki so vselaivpo 30 g sveze vzéenih tal s
75 % WHC (Slika 3), od katerih je bilo 80 mikrokoam obremenjenih s
500 ug NH" - N g (eksperimentalni mikrokozmi) in 80 neobremenjeffiontrolnih)
mikrokozmov (glej 3.3.1, str. 24). Polovica eksp@ntalnih in kontrolnih mikrokozmov
je bila 10 dni inkubirana pri 28°C, druga poloviga 51 dni pri 4°C. Sledila je zamenjava
oksine atmosfere v anoksio atmosfero (glej 3.2.1.2, str. 21) in mikrokozeo se
inkubirali nadaljnih 26 in 147 dni pri 28°C in 4°C.

Analiza koncentracij mineralnega dusSika je potekaa destruktivnimi vzafenji
(Zrtvovanjem) po dveh eksperimentalnih in kontrolmhikrokozmov naenkrat (v dveh
ponovitvah). Koncentracije mineralnega dusSika (818}.3.4, str. 30) so bile izmerjene vsak
drugi dan pri 28 °C, medtem ko so pri 4 °C, zanadiasnejSe kinetike procesov, bile
analizirane v daljSih razmakih (4 — 7 dni v @ksifazi ter do 14 dni v anoksii fazi).
Dodatno sta bila obasu 0, 10 min in 2h po dodatku amonija za sprefej&oncentracij
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mineralnega dusSika (sorpcija amonija) destruktiwamrcena po dva eksperimentalna
mikrokozma.

Vzor¢enja plinske faze mikrokozmov (glej 3.3.3.5.1 3@) 0z. meritve emisij CH CG; in
N2O so potekale v rednih dnevnih intervalih in lekege bil interval med posameznima
meritvama daljSi kot 3 dni.

EKSPERIMENTIZ MIKROKOZMI:
(MICROCOSMEXPERIMENTS)

A

okoljski dejavniki (environmental parameters)

Temperatura dostopnostkisika obremenjevanje zmineralnim N shranjevanje
(temperature) (oxygen availability) (mineral N additions) (storage)

oksikno  anokséno

4°C 28°C (oxic) . (anoxic)

izmentni oksini/fanokséni cikli
(sequential oxic/anoxic cycles

N

0 6 12

shranjevanije tal pri°€ [meseci]
(soil storage at€ [months])

MIKROBNIPROCESIV TLEH
(SOILMICROBIALPROCESSES)

nitrifikacija denitrifikacija mineralizacija organskega C
(nitrification) (denitrification) (organic C mineralization)

Slika 4. Mikrokozmi kot sistemi za kontrolirano pievanje vpliva raztinih dejavnikov na mikrobne
procese v tleh
Figure 4. Microcosms as systems for the contradtedy of factors affecting microbial processesdih s

3.3.2.2 Eksperiment z mikrokozmi s tlemi, ki so bila 6 meseshranjena pri 4 °C: vpliv
Stevila oksinih/anoksinih ciklov na hitrosti mikrobnih procesov v tleh

Pripravljenih je bilo 60 kontrolnih in 60 eksperimalnih mikrokozmov s po 30 g tal s
75 % WHC, ki so bila 6 mesecev shranjena pri 4R&.za&etku eksperimenta je bil v
kontrolna tla dodan nitrat (400 ug NON g’ ), v eksperimentalna pa poleg nitrata e
amonij (100 pg N& - N g's). Tla so imela po dodatku 10-krat visje koncerifeac
amonija in nitrata od naravnih v neonesnazenihesvedtenih tleh.
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Nato so bili izvedeni trije cikli izmeginih oksinih in anoksinih razmer, kjer je v vsakem
ciklu okskni fazi sledila anokgna faza (glej 3.2.1.2, str. 21) in anaksifazi okstna faza
naslednjega cikla (ok&ni/anokséni cikli). Na zaetku drugega in tretjega
oksikknega/anokgnega cikla je bil v eksperimentalne mikrokozme pommdodan amonij
(200 pg NH" - N g’ in 300 pg NH' - N g's). Mikrokozmi so bili inkubirani v temi pri
28 °C in okstne faze prvega, drugega in tretjega cikla so &&ldl, 7 in 8 dni z vmesnimi
anokstnimi fazami, ki so trajale 24, 23 in 28 dni.

Meritve emisij CH, CO, in N;O so potekale v treh nakfno izbranih kontrolnih in
eksperimentalnih mikrokozmih, ki so bili nato de&tivno vzoteni za analize vsebnosti
mineralnega dusSika in talnega pH (glej 3.3.3,28). Raztopljeni organski ogljik (DOC) je
bil na z&etku in koncu vsake oksie in anoksine faze ekstrahiran iz dveh vienih
mikrokozmov.

3.3.2.3 Eksperiment z mikrokozmi s tlemi, ki so bila 12 mesv shranjena pri 4 °C:
vpliv hranjenja tal in dodatka rastlinskih eksudat@ mikrobne procese v tleh

Tretji eksperiment je bil zastavljen na enakinaot drugi, le da so bila uporabljena tla
predhodno 12 mesecev shranjena pri 4 °C. V ekspetaine mikrokozme je bil dodan
amonij (200 pg NH' - N g'), nitrat pa se je v tleh med shranjevanjem Ze pansebi
akumuliral (374 + 13 pg N©O- N g').

40 kontrolnih in 40 eksperimentalnih mikrokozmovjeell dni oksino inkubiralo v temi
pri 28°C in nato 28 dni v anoksiih razmerah. Na 38. dan inkubacije oz. 28. dan
anokséne inkubacije so bili v tla dodani sint&ti rastlinski eksudati.

Sinteténe rastlinske eksudate smo pripravili tako, da smerilnico zatehtali kemikalije v
trdnem agregatnem stanju; 65 % sladkorjev (glukgedaktoza, fruktoza in arabinoza —
vsakega po 16,25 % m/m), 33 % organskih kislin &akukcinat, acetatn in citrat —
vsakega po 8,25 % m/m) in 2 % aminokislin (L-aspiadt-glutamin in L-alanin — vsakega
po 0,67 % m/m). Trdno meSanico smo s terilnico adire fini prah. Po povrSini tal v
vsakem mikrokozmu smo enakomerno potresli natanl g rastlinskih eksudatov.
Sintetitni rastlinski eksudati simulirajo eksudate korekimuze (Kraffczyk in sod., 1984),
ki je na Ljubljanskem barju eden izmed glavnih kiskih pridelkov.

Za ugotavljanje koncentracij mineralnega duSikaph tal sta bila v rednih dnevnih
inervalih med oksino in 4 do 7-dnevnih intervalih med anaksd inkubacijo destruktivno
vzorkena po dva mikrokozma, emisije GHCO, in N,O pa so bile izmerjene iz treh,
nakljucno izbranih mikrokozmov (glej 3.3.3, str. 28).
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3.3.3 Analitske tehnike med eksperimenti v mikrokozmih

Del analiz abiotskih dejavnikov se je nanaSal nedglitev parametrov, ki karakterizirajo
tla kot primerna za odstranjevanje mineralnih oldiSika: vpliv poviSanih koncentracij
mineralnega duSika na talni pH in delez volatiinega amoniaka.

V nadaljevanju so predstavljeni postopki ugotaygarkoncentracij raztoplienega
organskega ogljika (DOC), mineralnega dusSika teisgnoplogrednih plinov Chl CG; in
N2O. Ti dejavniki se v tleh tesno prepletajo takoiatdkimi kot z abiotskimi dejavniki,
spremembe v koncentracijah nastetih zvrsti N iraG@ v odsotnosti rastlinske in Zivalske
biomase posledica mikrobnih aktivnosti.

3.3.3.1 Volatilizacija amoniaka

Volatilizacijo amoniaka iz tal smo merili z rahloringjeno mikro-difuzijsko metodo
(Mulvaney, 1996). Sistem za loveljenje amoniaka smre izdelali sami. Uporabili smo
valjaste steklene posode (V =550 ml), ki jih jdobmozno s pokrovom in tesnilom
plinotesno zapreti (analogno mikrokozmom). V possa® dodali vzorce, katerih emisijo
amoniaka smo Zzeleli ugotoviti. V posode smo natstgoli manjSe, zgoraj odprte
posodice (premer: 3 cm, viSina: 1,5cm), ki so eselte 5ml dvojnega boratnega
indikatorja (pasti za amoniak). Posode s pastmi &uama inkubirali pri 28°C.

Po inkubaciji se je v pasti ujel amoniak in bamedikatorja se je spremenila iz vijotie v
zeleno. Dvojni boratni indikator smo prelili v 50-rrlenmajerico in dolili deionizirano
vodo do oznake 30 ml. Vsebino vzorca smo natadlirz 0,005 M HSO, do barvnega
preskoka iz zelene v vij@ino barvo. Vzporedno smo titrirali tudi interno kiolo, ki je
vsebovala 5 ml svezega boratnega indikatorja imR8eionizirane vode. Kalino H,SO;,
porabljene pri titraciji kontrole (¥) smo odsteli od katine, porabljene za titracijo vzorca
(Vv). 1 ml porabljene 8O, je potreben za titracijo 70 pug NHN.

Enaba oz. formula .. (5)

_ 70pg Nd3-N
MNHNT (VV'VK)'T3

(myy,n — absolutna masa amoniakovega dusika v péisti- volumen 0,005 M 430, za titracijo vzorca
[ml], V, — volumen 0,005 M #$Q, za titracijo interne kontrole [ml])

3.3.3.1.1 Volatilizacija amoniaka med oksio inkubacijo tal

Eksperiment je vkljeval 11- dnevno inkubacijo pri 28 °C, ki je bilaadmgna oksini fazi
ciklov prej opisanih eksperimentov z mikrokozmi32, str. 25), le da so bili mikrokozmi
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malce veji (V = 550 ml) in so vsebovali past za lovljenjmaniaka. Po trije obremenjeni
(200 pg NH" - N g’ in trije neobremenjeni mikrokozmi s tlemi so kikupaj s pastjo
plinotesno zaprti. Vsebnost ujetega raztopljenegeraja v pasteh je bila analizirana
vsakih 24 ur. Nato smo mikrokozme preglian v njih za nadaljnjih 24 ur postavili sveze
pasti za amoniak.

3.3.3.1.2 Odvisnost volatilizacije amoniaka od pH tal

Drugi eksperiment je bil namenjen ugotavljanju valpH tal na volatilizacijo amoniaka.
V 15 mikrokozmov s pastmi za lovljenje amoniaka,osdodali po 20 g tal in dolili
10 ml 0,04 M NHCI (tla + raztopina Nif). Pripravljeni so bili $e kontrolni mikrokozmi,
ki so vsebovali le 10 ml 0,04 M NI (raztopina NH"). Po trem mikrokozmom s tlemi in
trem kontrolnim mikrokozmom so bile dodane r&zé kolcine 1 M NaOH (0 ml, 0,1 ml,
1 ml, 5mlin50 ml 1 M NaOH), ki so omogjte dvig pH na vrednosti med pH 7 in pH 14.
Vzorci so bili 24 ur inkubirani pri 28 °C, nato géa bila izmerjena kalina amoniaka, ki
se je ujela v pasti, in pH tal.

3.3.3.2 Ugotavljanje pH tal

pH smo merili v plastinin 100-ml kozatkih, v katerih je bila suspentija tal v razmerju
tla : deionizirana voda=1:2 (Thomas, 1996).g1tal smo zalili z 20 ml deionizirane
vode. S stekleno p#o smo suspenzijo dobro premesali, tako da smob#dralne
makro-agregate (r >4 mm). Nato smo pustili, datlse posedejo na dno plasiih
kozackov ter po 1 uri v raztopini izmerili pH. pH met@VTW InLabSeries) s stekleno
elektrodo (WTW SenTix 81 pH 0...14/0°C...100°C) smpred uporabo po navodilih
proizvajalca umerili s standardnima raztopinama/pH pH 12.

3.3.3.3 Ugotavljanje koncentracije raztopljenega organskagpka (DOC)

DOC je bil ekstrahiran iz suspenzije tal v razmelgu: deionizirana voda = 1 : 4 (Burford
in Bremner, 1975). V steklatke (V = 250 ml) smo zatehtali 10 g tal in dodali 40
dH,O. Steklenike smo pokrili z gumijastimi¢epi in aluminijastimi pokrogki ter
suspenzijo tal 20 min horizontalno stresali pri 16Br/min. Vzorce smo 20 min
sedimentirali ter jih nato prefiltrirali (filter porami 0,45um) v 250-ml erlenmajerice.
Volumen filtrata je znaSal 30 ml. Koncentracija DQCiltratu je bila ugotovljena po
standardu 1ISO 8245 s Shimadzu 5000A CNS analizstona Oddelku za analizno kemijo
InStituta za varstvo okolja Zavoda za zdravstvesistvo Maribor.
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Enaba oz. formula ... (6)
DOC [ug c] _ cpoc|tL: Vl [mi] _ CDOC[%IC]'(VdHZO‘HnHZO) [mt] _ CDOC[ ](40+(10 mst)) [ml]
st mst[gsel mselgstl mselgstl

(cpoc — koncentracija DOC v filtratu [mg/mi=pg/uly/; — volumen tekée faze [ml],my, = % = VlLOfl [g]

— masa suhih tal [g]V 44,0 = 40 ml - volumen dodane deionizirane vode [Miy,o = My — Mg =
10 g — mgy — masa vode v tleh [g=ml])

3.3.3.4 Ugotavljanje koncentracij mineralnega dusika v tleh

Ekstrakcija mineralnega duSika iz tal je potekata 10 g tal, ki smo jih zalili s

100 ml 2 M KCI. Zatesnjene stekleke s tlemi in KCI smo 1 uro horizontalno stresali p
180 obr/min. Nato smo jih sedimentirali pri 4 €z n&. Koncentracija mineralnega
duSika v supernatantu je bila analizirana z avtskiat analizatorjem (FlowSys, Aliance
Instruments, Salzburg, Avstria).

Enaba oz. formula . (7)

N N
g N mm[ml Vi[ml] Nmin[%]'(‘/zm Kcitmuyo) [mll Nmin[%]'(lﬂﬂﬂlﬂ—ms:)) [mi1]

mst[gsel Mmselgstl mselgstl

(Nmin — koncentracua mineralnega dusika v supernatgntg/ml=pg/ul], vV, — volumen tekée faze [ml],

mg, = % = ;Lofl [g] — masa suhih tal [g]V an,0 = 100 ml - volumen dodane 2 M KCI [mipny,e =

My — Mg = 10 g — mg, — masa vode v tleh [g=ml])

mm [

3.3.3.5 Vzorcenje plinske faze in ugotavljanje emisij toplogrédolinov s plinsko
kromatografijo

SploSno aktivnost mikrobnih zdruzb smo spremljakko neto emisij C& ki odrazajo
neto mineralizacijo organskega ogljika. Emisije {3d zn&ilne za metanogenezo,® pa
za nitrifikacijo in denitrifikacijo.

3.3.3.5.1 Vzorcenje plinske faze mikrokozmov

Vzorcenje plinske faze v mikrokokozmih je za vse trinplipotekalo naenkrat, saj so se
loc¢ili na koloni plinskega kromatografa.

Skozi gumijastep posameznega mikrokozma smo prebodli injekcijglm na katero je
bil nataknjen zaporni ventil, nanj pa 10-ml injgkka brizga. Ventil smo odprli ter
posrkali 10 ml plinske faze ter zaprli ventil, peedsmo brizgo skupaj z iglo izvlekli iz
mikrokozma. Plinsko fazo smo iz 10-ml brizge prdineglinotesno 2-ml stekletko z
gumijastim¢epom. To smo naredili tako, da smo skozi gumijéei steklenike prebodli
Se eno iglo z odprtim zapornim ventilom, ki je oraégla uhajanje plina iz stekleskie.
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Nato smo steklenko prepihali z 8 ml vzorca plinske faze iz brizgaporni ventil na
steklenéki zaprli in vbrizgali preostala 2 ml. Tako je bilvsaki 2-ml plinotesni stekleki
vzpostavljen nadtlak, ki smo ga izéidaz zunanjim tlakom, tik preden smo 2-mi
steklenéke nalozili na avtoanalizator plinskega kromatograf

Kadar smo vzatli plinske faze oksino inkubiranin mikrokozmov, smo po tri
mikrokozme inkubirali zatesnjene z gumijasti®pom zacas med dvema vzénjema
(24 — max. 72 ur), medtem ko so se ostali mikrokoamrubirali v stiku z zunanjo
atmosfero. Po vzoéenju smo mikrokozme prezfii in naklju¢no izbrali nove ftri
mikrokozme.

Anoksicni mikrokozmi so bili plinotesno zaprti in ob vZenju smo odvzeli 10 ml plinske
faze, ki smo jo nato nadomestili s svezo plinskafél\, ali N, + 10 % v/v acetilen — glej
3.2.1.2, str. 21) ter inkubirali dalje. Ob vsakeaslednjem vza@enju plinske faze smo
izbrali druge tri mikrokozme. Proti koncu ekspermt@/ se je Stevilo mikrokozmov
zmanjSevalo zaradi destruktivnih vZenj. Zato so nekateri mikrokozmi med merjenjem
emisij prisli ve&krat na vrsto. Takrat smo prid@nanju emisij s korekcijo volumna plinske
faze uposStevali nadome&=no plinsko fazo.

3.3.3.5.2 Plinska kromatografija

Spremembam v produkciji toplogrednih plinov smodgies plinsko kromatografijo

(Network GC system, 6890 N, Agilent technologieééiorce plinske faze meritev DEA
(glej 3.2.1, str. 20) smo skozi injektor napravenaiali réno. Omenjeni aparat pa ima
vgrajen avtoanalizator, s katerim je mogoavtomatino analizirati do 100 originalnih
plinotesnih 2-ml stekletk, ki smo jih pripravili za analize plinskih faz knokozmov.

V plinski kromatograf je bila namésna kolona J and V Scientific (GS-Carbon Plot,
30m x 0,530mm) in metanizator. Detektor FID (flam@nization detector) zaznava
koli¢cino CH,, detektor ECD (electron capture detecor) packwi N,O v vzorcu. CQ gre

po locbi na koloni na metanizator, ki ga spremeni v,CBletektor FID tako zazna tudi v
CH, spremenjen C@® Signal iz detektorjev se procesira glede na jakodrajanje in
odraza doldeno povrSino pika posameznega plina.

Umeritvene krivulje za plinski kromatograf so bilarejene za vsak plin posebej z uporabo
standardnih vzorcev plinov s koncentracijami v objmaned 10 in 100 000 ppm (parts per
milion — delcev na miljon delcev). 1z umeritvenevkilje odvisnosti povrSin pikov od
koncentracij standardnih vzorcev smo s programsgeerao plinskega kromatografa
prera&unali eksperimentalne koncentracije plinov. Koncagife CH, in N;O so podane v
ppm, koncentracije C{pa v odstotkih (% - delcev na sto delcev).
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3.3.3.5.3 Izracun emisij toplogrednih plinov iz tal v mikrokozmih

V vseh mikrokozmih je bilo 30 g tal s 75 % WHC ¢e&.vsebnost vode v tleh znaSala
(VL = 1,37 g HO g'). Zato je bila v vseh mikrokozmih keéiha suhih tal () enaka
(12,74 g) in ravno tako volumen vodne faze v t&h= 17,36 g). Emisije so bile v prvem
eksperimentu izmerjene pri dveh temperaturah (2&°@ °C), zato so bile upoStevane
temperaturne korekcije, ki upoStevajo r&zé Bunsenove koeficiente (topnost plinov) pri
razlicnih temperaturah in razlhe molske volumne, ki po plinskiefa (P - V=n-R - T)
padajo s temperaturo.

Enaiba oz. formula .. (8)
CH4—C ¢ [ppm CH4—C1107%(Vy+acy,, Vi) [ml] ¢ [ppm CH4—C)10~%(Vy+acy,, Vi) [ml]
eCH, — C [1294=C] = : Wgracu, VOmtl oy - s (Vgtacny Vomil,
gsgv CHaC mst[gsel mselgstl
pu 101310%[-5 12108 B2 01076 (306 4+, 17,36)101,310%12105g CHy—C
RT 8,314[mI\LTK]~T[K] 12,74 gt - 8,314[%]7[1(]

(eCH, —C— emisija CH, ¢ = koncentracija CH, [ppm], @tcy (25 «c) = 0,03, @cpy, (4 ) = 0,05,

_ Mg _ 30g _ —
mg = VL+1 1,3741 =12,74 9, Vg = Myqiita steklenicka — Msteklenicka+tla — 306 ml!

Vl = mHzo =VL- Mg = 17,36 ml, ng oc— 301K,T4 ok 277K)

Enaba oz. formula .. (9)
C0,—C ¢ [% co,—C]1072-(Vy+aco., Vi) [mi] ¢ [% C0,—C11072(Vy+aco., V) [ml]
eCO, - C Hg 02 ]: 02 (vg 2V1) eC0,—C = 02 (Vg 2 V1) .
gstN COrC mstlgst] mstlgsel
pu_ 101310%[-512:108B22=E]\ (102 (306+ac0,17,36)101,3-10312:1004g COp—C
RT 8,314[%]~T[K] 12,74 ggp - 8,314[%]7[1(]

(eCQ, - C-emisija CQ, ¢ = koncentracija CO; [%), &t¢o, (25 .c) = 0,71, Ao, (4 -c) = 142)
- zaostale podatke glej E&tao oz. formulo 8

Enaba oz. formula ... (10)

€N20 -N [ug 1‘\;25(:_1\]] =

2¢ [ppm N20-N]10™0 (Vg +an,oV)mt] (pmr _ 101310°[ 5] 14108 [H72=R]\
Mstlgstl RT 8,314[7111\:{11(]7[1(] -
2:c+107%-(306+an,017,36)-101,3-103-14-10%ug N,0—-N
12,74 gt - 8,314[%]7[1(]

(eN,O - N— emisija NO, ¢ = N,0 [ppm], 1mol N,0 = 2mol N,0 — N - 2¢ = N,0 — N[ppm]
aNZO(ZS oc) = 0,51, aN20(4 oc) = 1,06)
- zaostale podatke glej E&tao oz. formulo 8



Pal L.Cistilna sposobnost tal Ljubljanskega barja za etgavanje mineralnih oblik dugika. 33
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2011

3.3.4 Izraéun hitrosti mikrobnih procesov in temperaturnih koeficientov Qi

Hitrosti mikrobnih procesov so bile predstavljenet kzrafunani koeficienti linearne
regresije podatkov o spremembah koncentracij iznérjmineralnih N in C zvrsti ¥asu.

Iz dveh hitrosti mikrobnega procesa; (IR Ry), izmerjenega pri dveh temperaturah, so bili
izracunani temperaturni koeficienti,@(Eskandari, 2005).

Enaba oz. formula .. (11)

Iz Enabe oz. formule 11 in podatkov zg,RR,, T1 (4 °C) in T, (28 °C) smo nato izpeljali
funkcijo, ki je opisala spremembe hitrosti mikrabmirocesov v odvisnosti od temperature
po kinetiki Qo. Tako je bilo mozno oceniti hitrosti procesov ighranih temperaturah.

Enaba oz. formula .. (12)
x-T1 Ry o o
f(x) =Ry " Qi 10 =—p,=,4°C<x<28°C

Q10 10
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4 REZULTATI

4.1 FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI V ZVEZI Z ODSTRANJEVANIEM
DUSIKA

Laboratorijski eksperimenti, ki so vkfavali dodajanje in spremljanje razlih
koncentracij mineralnega dusika in hkratno sprempjgoH v tleh HC (Slika 11 in Slika
13), vzorenih na eksperimentalnem polju na Ljubljanskem Wpasp razkrili splosno
negativno linearno korelacijo med koncentracijamiata in pH tal (Slika 5a). V vzorcih
tal, kjer se je poleg nitrata nahajal tudi amojeijbila ta korelacija Sibkejsa R 0,70) kot
v vzorcih brez amonija (= 0,87). Medtem ko so koncentracije nitrata nihale
razmeroma Sirokem obror med 0 in 700 pg N©- N g’ se je pH tal gibal v relativno
ozkem obmoju med pH 6 in pH 7.

Volatilizacija amoniaka, ki pozitivno korelira s pk¢ bila pospeSena z dodajanjem NaOH
v mikrokozme. (Slika 5b). PoviSanje pH je sproadolatilizacijo amoniaka z zviSanim
deleZzem volatiliziranega amoniaka glede né&#@o koltino amonija. Ta delez pa je celo
pri pH 11 znaSal le 3 - 11 %. Ravno tako je pHotaldodajanju NaOH le gasi nara&l

in je Sele po dodatku 50 ml 1 M NaOH k 20 g tal etyed pH 14, medtem ko se je v
raztopini pH dvignil na vrednost pH 14 po dodatkirktat manj koncentrirane NaOH.
Zato ne preseria, da se pH sveze vzenih tal navadno giblje le v obrja med pH 6 in
pH 7, v katerem je nizka tudi volatilizacija amdgaki smo jo spremljali v vzorcih tal v
mikrokozmih, obremenjenih z amonijem (200 pg4UHN g's) (Slika 5c).

Volatilizacija amoniaka je linearno natata (R = 0,84) prvih 6 dni inkubacije in se je
nato ustalila pri 0,5-2,0 ug NHN g's, kar predstavija le 0,3-1,0% dodanega
mineralnega amonija. Hitrost produkcije amoniakavitpr7 dni inkubacije je v
obremenjenih vzorcih tal znaala 0,19 + 0,03 pg NN g's d™ in se ni signifikantno
razlikovala (p > 0,05) od hitrosti v kontrolniharzih tal (0,16 + 0,06 pg N+ N g d™).

Na volatilizacijo amoniaka poleg pH vpliva Se sojg@monijevega iona na negativno
nabite talne delce, ki je bila v naSem primeru za takoj po dodatku
500 ug NH" - N g’ v tla, ko se je kodina amonija, ki jo je bilo moZno ekstrahirati z
2M KClI, drasténo znizala na 450 pg NH- N g’ po 10 min in na 380 pg NA- N gy
po 2 h od dodatka amonija (Slika 7).
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Slika 5. Povezave med pH, nitratom in volatilizacgmonija. (a) Odvisnost pH od koncentracije nétrat
tleh predstavljajo podatki, ki so bili pridobljenikateremkoli od eksperimentov v tej diserta&ijér je poleg
koncentracije nitrata bil izmerjen tudi pH tal. (Blatilizacija NH; v odvisnosti od pH raztopine NHoz.
pH tal, bremenjenih z raztopino NYHpH je bil uravnavan z 1 M NaOH .(c) VolatilizewiNH; med 11-
dnevno inkubacijo bremenjenih (200 pg NHN g’ in neobremenjenih tal. pri 28°C. Podatki v trigo
predstavljeni v obliki povpih vrednosti s pripadagami 95 % intervali zaupanja meritev (n = 3).

Figure 5 Relationships between pH, nitrate conedioins and Nkl volatilization. (a) Correlation between
nitrate and pH is was based on any data obtain#udrdissertation where soil nitrate concentratod pH
measurements took place at the same time. (b)eiméler of pH on NElvolatilization. (c) NH volatilization
during 11-day incubation of control soil (tla) atie soil amended with 200 pg WH N gy (tla + NH,)
incubated at 28 °C. Volatilization was measureid@ihe data point in figures b representaveragieas of
triplicate measurements with 95 % confidence iraksv
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4.2 MIKROBIOLOSKE ANALIZE VERTIKALNEGA PROFILA TAL

V vertikalnem profilu tal Ljubljanskega barja smoadizirali Nitrifikacijsko Encimsko

Aktivnost (NEA) in Denitrifikacijsko Encimsko Aktwost (DEA) ter najbolj verjetno
Stevilo nitrifikatorjev in denitrifikatorjev z metto MPN. Podatki o NEA in MPN
nitrifikatorjev so analizirani in objavljeni v H@dfle s sod. (2010), podatki o DEA in MPN
denitrifikatorjev pa so predstavljeni v nadaljevanj

4.2.1 Denitrifikacijska encimska aktivnost

DEA je bila, tako na lokaciji ttkastega vira onesnazenja kot na 25 m oddaljeni
neonesnazeni lokaciji, najviS§ja v zgornjem, O -nb globokem sloju tal (47 £4in
35+ 4 pug NO — N g'sh™) in je z globino upadala. NajniZja DEA je bila ierfena v
slojih tal na globini 20-40cm (5+3in 3+2 g0 — N g'th?), ki je hkrati tudi
globina nihanja povptmega letnega nivoja podtalnice (30 + 17 cm) (Sh&a

Kljub prostorski variabilnosti DEA na treh, 1 m ad@nih mikrolokacijah znotraj
posamezne lokacije, je bila DEA na globinah 0 €R0signifikantno visja in na globini
80 - 100 cm signifikantno nizja (p < 0,05) na mestina tokastega oneshazenja v
primerjavi z neonesnazenim v#am mestom . DEA obeh lokacij v slojih tal na gloaih
5-101in 20 - 40 - 60 - 80 cm je ravno tako kazidkceno prostorsko variabilnost in se je
gibala med 5 in 22 pg4® — N g's h™, toda signifikantnih razlik ni bilo (p > 0,05).

4.2.2 Najbolj verjetno Stevilo denitrifikacijskin mikroor ganizmov

Najbolj verjetno Stevilo denitrifikacijskin mikroganizmov (MPN denitrifikatorjev) se je
na onesnaZeni in na 25 m oddaljeni neonesnazeacijpkibalo med 1 - 4 - I&elic g'
po celotnem vertikalnem profilu (Slika 6b). Varibldgist MPN denitrifikatorjev je bila na
onesnazeni lokaciji rahlo viSja kot na neonesnakekeciji, kjer je to Stevilo znaSalo
1 - 3- 10 celic g, vendar signifikantnih razlik med obema lokacijamailo (p > 0.05).
Prav tako se podatki o velikosti denitrifikacijskgpulacije na raztnih globinah
vertikalnega profila, niso signifikantno razlikovgh > 0.05).
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Slika 6. Prostorska variabilnost in vplivéimvnega vira onesnazenja z odpadno gospodinjsko wnad(a)
denitrifikacijsko encimsko aktivnost (DEA) in (b)e¥ilo denitrifikacijskih mikroorganizmov (MPN) ueh.
DEA in MPN v 1 m globokem vertikalnem profilu taasbila znotraj neonesnazene lokacije 1 ikké&sto
onesnazene lokacije 2 v dveh tefmilh ponovitvah izmerjena na treh mikrolokacijah iain c). Polnasrta
(—) povezuje povprme vrednosti DEA (a) in MPN (b) lokacije 1, preldnpcrta (- - - -) pa lokacije 2.
Figure 6 Spatial variability and the influence b tpoint source (household wastewater) pollutiorsoih

Denitrification Enzyme Activity (DEA) (a) and the @4t Probable Number (MPN) of denitrifying
microorganisms (b). DEA and MPN measurements wesdopned in technical duplicates of three

microlocations (a, b, c) of unpolluted (1a, 1b, &oy point polluted (2a, 2b, 2c) locations. The Itp—)
presents the average DEA and MPN values of thelluned site (location 1) and the line (- - - -)ncects
the average values of point polluted site (locafipn
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4.3 LABORATORIJSKI EKSPERIMENTI S TLEMI V MIKROKOZMIH

4.3.1 Nitrifikacija, denitrifikacija in produkcija toplog rednih plinov v odvisnosti od
temperature tal med oksénim/anoksiénim ciklom v svezih tleh

Oksiéni/anokstni cikel s sveze vzéenimi tlemi v mikrokozmih je bil izveden pri 28 96

4 °C, kjer so si sledili ok&na (nitrifikacijska) in anokgna (denitrifikacijska) faza (Slika
7ainb)

V prvem, oksinem delu cikla pri 28 °C so tla pretvorila doda&&lo pg NH* - N g v
490 + 58 ug N@ - N g’ v 6. — 8. dneh inkubacije. Pri 4°C pa je bilo pbmih 51 dni, da
so tla pretvorila enako obremenitev v 491 + 7 pgsN@ ¢, Koncentracije amonija so
padale s hitrostmi, ekvivalentnimi hitrostim nasamitrata in nitrita, ki so znaSale 59 - 71
in 6-8pg (NH"— NOs + NO,) - N g'qd! pri 28°C in 4°C (Preglednica 1).
Nitrifikacijske hitrosti pri 4 °C so bile nizje, isicer 11 + 2 % nitrifikacijskega potenciala
pri 28 °C.

V drugem, anokgnem delu cikla, so tla potrebovala 8 dni pri 28iACL00 do120 dni pri
4 °C (Slika 7) za kompletno redukcijo nitrata intria (NOs + NO,), nastalega v
predhodni oksini fazi, do duSikovega oksidula in molekularnegasikia (N.O + N,).
Kumulativha koléina N;O + N, na koncu anoks&nih faz je bila ekvivalentna zatnim
koncentracijam N@ (p > 0,05) in je zna3ala 494 + 17 pg (NN,O) - N g pri 28°C in
A73+71pg (M+NO)-Ng'ss pri 4°C. Na koncu anoksiih faz je nastalo
189 + 54 ug MO - N g' pri 28°C in 188 + 87 ug 0 - N g pri 4 °C, kar pomeni, da je
bilo razmerje NO/(Nz + N;O) pri obeh temperaturah podobno (30 - 40 %).

Hitrosti porabe N@ + NGO, in nastanka B+ N,O so pri 28 °C znaSale 54 - 64 in pri 4 °C
2 -4 ug (NQ + NOy — N, + N,O) — N @' d?* (Preglednica 1). Denitrifikacijske hitrosti
pri 4°C so bile torej skoraj 20-krat nizje kot p&8 °C in so predstavijale
6 £ 1 % denitrifikacijskega potenciala pri 28 °C.
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Slika 7. Potek nitrifikacije v ok&nih in denitrifikacije v anokgnih razmerah v svezih tleh pri 28 °C (a) in
4 °C (b). Eksperimentalni vzorci (E) so bili ob¢etku inkubacije obremenjeni s ~500 pg NHN g,
medtem ko kontrolni vzorci (K) niso vsebovali amjaniAnokstni mikrokozmi E(Ac) so vsebovali acetilen
(20,01, %), ki inhibira pretvorbo BD v N,. Vsebnost mineralnega dusika je bila ugotovljemegtruktivnimi
vzorgenji po dveh mikrokozmov, medtem ko so bile emidiigd in N, ugotovljene v treh ponovitvah.
Podatki so prikazani kot povpgtee vrednosti s pripadajimi 95 % intervali zaupanja.

Figure 7 Nitrification and denitrification patteris freshly sampled peat soil microcosms at 284 ahnd

4 °C (b). At the beginning ammonium (~500 pug NHN g's) was added to experimental microcosms (E)
while the control microcosms (K) were not amendAdoxic microcosms E(Ac) contained acetylene
(10,0 %), which inhibited the conversion of,® to N,. Mineral nitrogen content was determined from
duplicate microcosms by destructive samplings, evigias phase J and N + N,O were detrmined in
triplicates. The data are presented as averagevalith 95 % confidence intervals. st = dry soil
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4.3.1.1 Koncentracije nitrita in emisije X0 med oksino fazo oksinega/anokgnhega
cikla

Koncentracije nitrita (N@) in emisije NO so bile med ok&no fazo pri 28 °C in 4 °C
nizke (NQ/[NO2 +NO3] <6 %; NO/[ NO, +NO3] <1 %) in zaradi véje preglednosti
niso bile prikazane na prejsn;ji sliki (Slika 7), jgak so prikazane posebej (Slika 8).

Kumulativna koléina NO kontrolnih in z amonijem obremenjenih (500 pg/HN g's)
mikrokozmov se pri 28 °C ni signifikantno razlikdag0,34 + 0,14 pg pO - N g'y ). Bila
pa je 2-krat nizja kot v kontrolnih vzorcih, inkwénih pri 4 °C, kjer je znaSala
0,69 + 0,14 pg BD - N g's. Dodatek amonija je pri 4 °C pasa produkcijo NO tako, da
je kumulativna emisija PO na koncu inkubacije znasala 3,8 + 0,4 p®NN g'g, kar pa
je kljub vsemu predstavljalo le 0,86 + 0,10 % izgnslega dodanega mineralnega dusika.

Emisije NNO v mikrokozmih z obremenjenimi tlemi pri 4 °C smkdobju med 8. in 22.
dnevom inkubacije naradle signifikantno hitreje kot v kontrolnih mikrokoih
(Preglednica 1). V istem obdobju so bile koncerjgaaitrita obremenjenih vzorcev
poviane in so znasale od 8. do 22. dneva inkubasii 5 pg N@ - N g’ nato pa so do
36. dneva inkubacije padle in se ustalile pri 1328 ug NQ - N g's. Koncentracije
nitrita, z iziemo enega samega pika (11 + 1 pgN® ¢ ) na 2. dan oksne inkubacije
v obremenjenih tleh, so se pri 28 °C gibale med®D6 pg NG - N g
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Slika 8. Vpliv dodatka amonija ter koncentracijérita na emisijo NO pri 28 °C (a) in 4 °C (b) v ok&iih
razmerah. Mikrokozmi K so vsebovali sveza tla, mkazmi E pa ista tla, obremenjena z amonijem
(~500 pg NH' - N g'5). Emisije NO so hile ob vsakem vztenju izmerjene iz treh, nakfjno izbranih
mikrokozmov, koncentracije NO(sekundarna 0s) pa so bile izmerjene po destmdtivvzoEenju po dveh
mikrokozmov. Téke na grafikonu predstavljajo povpja s pripadajdimi 95 %. intervali zaupanja.

Figure 8. Influence of ammonium addition on softité concentrations and nitrous oxide emissiorna8atC

(@) and 4 °C (b). Microcosms contained intact (K @ammonium amended (~500 ug NHN g') (E)
freshly sampled soil. §O emission was measured in triplicates while depfiicrocosms were destructively
sampled for mineral nitrogen concentration deteatiims. The data are presented as average valties wi
95 % confidence intervals. st = dry soil
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4.3.1.2 Mineralizacija ogljika v odvisnosti od temperatuo&sicnih in anoksinih razmer
ter obremenitve tal z mineralnim dusikom

Pri 28 °C so bile emisije COmed obremenjenimi in kontrolnimi vzorci tal podebn
(p > 0,05). Naras&anje emisij CQ v 10-dnevni oksini fazi pri 28 °C je spominjalo na
eksponentno rast (R 0,98) z z&etno lag-fazo v prvih 6. dneh, ko je produkcija CO
znadala 9+1pgGOCg'yd?, nato pa narastla na 47 +9 pgGQE g'gd* v
naslednjih Stirih dneh inkubacije. Povma hitrost produkcije C9©10-dnevnega obdobja
oksitne faze (29 + 4 ug GO C g' d™) je predstavljena v Tabeli 1 in je bila pridobken
linearno regresijo (R= 0,81). Prehod iz oksie v anoksino fazo je pri 28 °C povzii
padec v produkciji C®iz ~30 pg C@- C g'sd* na ~20 pg C®- C g« d* (Preglednica
1).

Pri 4 °C so bile tako oks&me kot anoksine emisije CQ obremenjenih mikrokozmov
signifikantno visje (p < 0,05) od kontrolnih (SlikY. Razlika v hitrosti produkcije GO
med kontrolnimi in bremenjenimi vzorci je bila botjpazna v anok&ni kot v okséni fazi

in je bila v obremenjenih mikrokozmih 3-krat vigd kontrolnih (Preglednica 1).Prehod iz
oksiknega v anoksno je pri 4 °C bolj drastno znizal hitrosti produkcije CQki so padle
iz 12,8 na 2,4 ug CO C g'sd* v obremenjenih in iz 9,7 na 0,9 pg £aC g'sd* v
kontrolnih mikrokozmih.

Produkcija CQ v oksinih razmerah z vrednostmi X 2 je kazala nizko odvisnost od
temperature (Preglednica 1). V angksh razmerah so bile Qvrednosti visSje, prislo pa je
Se do razlike v @ vrednostih kontrolnih (€ = 3,5) in obremenjenih (Q= 2,5) vzorcev
tal, saj je prisotnost nitrata pri 4 °C zviSalardst produkcije C@in posledéno znizala
temperaturno odvisnost samega procesa (Pregletinica
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Slika 9. Vpliv temperature in dodatka mineralnegdikia na mineralizacijo organskega ogljika v ¢k#i in
anoksénih razmerah pri 28 °C in 4 °C. Prikazane so kumiwuia emisije C@ med 10 in 51-dnevno oKsio
inkubacijo, ki ji je sledila 20 in 150-dnevna anwk® inkubacija pri 28 °C in 4 °C v neobremenjenih
mikrokozmih (K) in eksperimentalnih mikrokozmih (Ey katere je na za&tku bil dodan amonij
(~500 ug NH' - N g'y). Podatki so predstavljeni kot povpre vrednosti, izmerjene v treh nakijo
izbranih mikrokozmih, s pripadajoni 95 %. intervali zaupanja.

Figure 9 Influence of temperature and mineral gigmo application on carbon mineralization in oxia an
anoxic conditions at 28 °C and 4 °C. Cumulative ,G&nission during 10-days and 51-days of oxic
incubation followed by 20 and 147 days of anoxuimation were determined in intact (K) and expentak
microcosms (E) that were amended with ~500 pg'NH ¢ . The data are presented as average values
and 95 % confidence intervals.

4.3.1.3 Hitrosti pretvorb mineralnega duSika in produkcigO, v odvisnosti od
temperature, ok&nih/anoksénih razmer in obremenitve z mineralnim dusSikom

Hitrost nitrifikacije pri 4 °C je bila signifikantm viSja od hitrosti denitrifikacije, medtem
ko sta bili pri 28 °C nitrifikacijska in denitrificijska hitrost visji kot pri 4C in se nista
signifikantno razlikovali (Preglednica 1). Nizjingeraturni koeficient @ kaze na manjSo
odvisnost nitrifikacije od temperature v primerjaxidenitrifikacijo, ¢eprav pa se Q
nitrifikacije in denitrifikacije nista signifikanmrazlikovala.

Produkcija NO v oksEnih razmerah je bila v kontrolnih tleh neodvisnatethperature
(Q10=1). V bremenjenih vzorcih pa so bile emisijge/igri nizji temperaturi (@ <1). V
anokstnih razmerah je bila hitrost redukcije nitrata #iggantno visja pri 28 °C. Podoben
vpliv temperature smo izmerili tudi za emisijgON(podobne & vrednosti), vendar so bile
hitrosti redukcije nitrata pri obeh temperaturahblpino 3-krat viSje od emisij pO
(Preglednica 1).
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Preglednica 1. Hitrosti oksidacije amonija in rediig nitrata ter hitrosti ok&ne in anoksine produkcije
dusSikovega oksidula in ogljikovega dioksida sveaihv odvisnosti od temperature. Hitrosti v kontial (K)
in z mineralnim duSikom obremenjenih (E) mikrokohkrsb bile pridobljene z linearno regresijo koncaacifr
zvrsti mineralnega N in C §asu. Zaradi nizkih koncentracij pretvorbe minerg®l niso bile dolkeene (nd)
v vzrocih K. V tabeli so prikazane povpre hitrosti in Qq vrednosti s 95 % intervali zaupanja. kwaane
hitrosti pretvorb N in C zvrsti so signifikantnozig&ne (p < 0,05)¢e se poleg njih nahajajo raatie ¢rke
(a-r.

Table 1 Temperture dependence of ammonium oxid&tiaritrate (oksidacija amonija), nitrate reductiom
nitrogen gases (redukcija nitrata) angONand CQ production (produkcija) in oxic (ok8io) and anoxic
(anokstno) conditions with corresponding temperature doefiits Q,. The rates in ammonium amended
(E) and control (K) samples were obtained by limegression of temporal N and C concentration ghan
and are presented as average values with 95 %deoick intervals. If letters (a - r) next to theues are
different, the values are significantly differept< 0.05) according Student t test. nd — not detexd) st =
dry soil

Hitrosti [ug N 0z.C gqd™”] Temperaturni
Proces Vzorec 4°C 28 °C koeficient Qg
Oksidacija amonija K nd nd nd
(NH;"— NO; + NO,) E 7+1la 65+6 | 2.6+0.3n
_,% produkcija NO K 0.013+£0.001b 0.013+£0.003b=k 1.0+0.10
% E 0.190+0.013¢ 0.074+0.041 ¢ 0.7+0.20
produkcija CQ K 9.7+0.1d 2641 15+0.1p
E 12.8+0.1e 29+4| 1.4+01p
Redukcija nitrata K nd nd nd
(NO3 — Ny + N;O) E 3.40+1.02f 50+5] 3.4+0.5n=r
o
% produkcija NO K 0.05+0.03 g 0.01+0.05k 0.8+0.8 0=p
% E 1,09+0,12 h 19+2m 3,3+0.3r
produkcija CQ K 0.92+0.03i 19+1m 3.5+£02r

E 2.37+0.09 f 201 m 24+£0.1n
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4.3.1.4 Aproksimacije hitrosti nitrifikacije in denitrifikeije pri povprénih letnih
temperaturah

a) nitrifikacija

100 - + lzmerjenahitrost —Ocenjena hitrost

g

90 -
80 -

70 -
60 - y = (6,87+ 0,90)1(2,5& 0,2%%}:%
50 - (2,56% 0,25) © )
40 -
30 -
20 -

10 -

0 T T T T \E E\ T T T T T T T T T 1
0 2 46/4)'12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Temperatura [ °C]

Obma:je letnega temperaturnega powjee

Hitrost nitrifikacije
[ug (NH;# — NO; + NOy) - N gy d

b) denitrifikacija

100 - + lzmerjena hitrost —Ocenjena hitrost
90 |
80 -
70 -
60 -

]

y=(3,40+1,02)x(3,4040 547" = 59.37£4.56
50 - (3,40£0,54) )
40
30 -
20 -

10 -

0 T : T T :\ E\ T T T T T T T T 1
0 2 4 6/4)'12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Temperatura [ °C]

Obmasje letnega temperaturnega powjjee

Hitrost denitrifikacije
[1g (NO; + NO; — N, + N,O) - N gl d

Slika 10. Vpliv temperature na nitrifikacijo (a) thenitrifikacijo (b) v tleh. Spremembe nitrifikaskih in
denitrifikacijskih hitrosti v temperaturnem obtio 0 - 32 °C izhajajo iz aproksimacije izmerjenih
nitrifikacijskih in denitrifikacijskih hitrosti pri4 °C in 28 °C s funkcijo, ki je bila izpeljana enabe za
temperaturni koeficient {3 Hitrosti sta predstavljeni kot &ki s pripadajéima 95 %. intervaloma zaupanja,
povezani s funkcijo temperaturnega koeficientgg @——), omejeno s 95 %. intervalom zaupanja)(
Ocena hitrosti nitrifikacije in denitrifikacije vionatjupovpre&ne letne temperature (10 - 12 °C) je aara

s prekinjenairto (- - - -).

Figure 10 Influence of temperature on nitrificati¢a) and denitrification (b) rates. Nitrificationné
denitrification rates were measured at 4 °C andQ@@zmerjena hitrost) and estimated (ocenjenabsijrin
the range of temperatures from 0 °C to 32 °C wprexamated using the function derived from the eium
for Qi value calculations. The rates are presented as plaints with 95 % confidence intervals and
connected with the Qfunction (——) limited by 95 % confidence interval (- - - -).
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Hitrosti (R, in Ry) nitrifikacije in denitrifikacije pri T=4°Cin T,=28 [°C], s
pripadaj@imi Q1o vrednostmi za nitrifikacijo in denitrifikacijo sprikazane v Tabeli 1.
Spremembe nitrifikacijskih (Slika 9a) in denitriikijskih hitrosti (Slika 9b) v odvisnosti
od temperature so bile opisane s funkcijo, izpeljanenabe za temperaturni koeficient
Q0. Nitrifikacijske hitrosti bi po teh ocenah pri paeéenih letnih temperaturah
(10 - 12 °C) zna3ale 11 - 16 pg (NH> NOs + NO,) - N g'sd™, denitrifikacijske pa
5-11 pug (N@ + NO, — Ny + N,O) — N g d™.

4.3.2 Pretvorbe mineralnega duSika in mineralizacija orgaaskega ogljika med tremi
oksi¢nimi/anoksiénimi cikli v tleh, ki so bila 6 mesecev shranjenamp4 °C

Tla, ki so bila 6 mesecev shranjena pri 4 °C, da bporabljena v eksperimentu s tremi
oksiénimi/anoksénimi cikli. Prvi oksini/anokséni cikel je bil zastavljen analogno prej
opisanemu ciklu s sveZze vZenimi tlemi (Slika 7), le da je bila nadan znizane
denitrifikacijske hitrosti v 6 mesecev shranjeri#htanoksina faza podaljSana (Slika 11)
in da so inkubacije mikrokozmov potekale le prf@8

Po Sestih mesecih hranjenja tal pri 4 °C se jelv #kumuliralo 11 + 2 ug Nfi- N g’ in

123 + 11 pug (N@ + NOy) - N g's. Na za&etku eksperimenta je bil v kontrolna tla dodan
nitrat (400 pg N@ - N g’ ), v eksperimentalna pa poleg nitrata $e amoniji (pikel:

100 pg NH" - N g’s, ob za&etku drugega oziroma tretiega cikla pa 200 oziroma
300 pg NH* - N g'). V tabeli (Preglednica 2) so prikazane izmerjgmavimetrine
koncentracije po dodatku mineralnega dusSika v ladmér in eksperimentalna tla, ki so
prera&unane tudi na povrSinske in hipoteie koncentracije duSika. Tako je npr. dodatek
amonija (100 pug NE - N g's) bil ekvivalenten povrsinski obremenitvi 1-cm distgm
sloja tal s 6,35 kg N Hy hipotettno pa to predstavija aplikacijo 190 kg N'Haa
originalno vzoten sloj tal globine 0 - 30 cm (Preglednica 2).

V oksi¢ni fazi prvega cikla se je celokupen amonij (111741g NH* - N g's) Ze po dveh
dneh pretvoril do nitrata (118 + 29 pg NON g, ki je skupaj z nitratom, prisotnim na
za'etku eksperimenta znasala 639 + 11 pg NN g'. Do 7. dne inkubacije je kdina
nitrata, kljub nizki vsebnosti amonija v tleh, S&prej nara&la in dosegla vrh po sedmih
dneh inkubacije (696 +7 pg NO- N g’s). Podoben trend narshja nitrata med
inkubacijo smo izmerili tudi v kontrolnih vzorcilki so od za&etka vsebovali nizke
koncentracije amonija. Do konca okse¢ faze je koncentracija nitrata v bremenjenih
mikrokozmih nekoliko padla in se ustalila pri 652% pg NQ - N g’ Predvidevamo, da
je v prvi fazi okstnega cikla, najverjetneje hkrati z nitrifikacijo,zaznavni meri potekala
tudi mineralizacija organske snovi, s katero sedge?7. dne spr@&l dodaten amonij.
Verjetno je tudi v oksinih razmerah priSlo do pojava anaksh mikro-nis, kjer je
potekala denitrifikacija in zaradi katere je kontaoija nitrata padla med sedmim in
desetim dnem inkubacije. Med o&simi fazami sled&h dveh ciklov je bila z&etna
koncentracija amonija (Slika 11a) ekvivalentna (@,05) korni koncentraciji nitrata
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(Slika 11b), slednji pa se je med ancgk&ni fazami iz tal odstranjeval v obliki
ekvivalentnih kol¢in (p > 0,05) dusikovih plinov (Slika 11c).

Podobno kot v ok8éhem/anoksinem ciklu s sveze vzéenimi tlemi (Slika 9a), tudi v vseh
treh ciklih, izvedenih s 6 mesecev shranjenimi tlem bilo signifikantnih razlik v
kumulativni emisiji CQ (p > 0,05) med kontrolnimi in obremenjenimi vzotai (Slika
11d). Produkcija C@pa je padala s Stevilom ciklov (Preglednica 3).

Preglednica 2. Koncentracije amonija, nitrata itritai ter skupnega mineralnega dusSika naetiau treh
oksi¢nih/anoksénih ciklov v tleh, ki so bila 6 mesecev shranjena $°C. Prikazana je gravimetria
vsebnost posameznih zvrsti mineralnega dusika,{NNO, + NO3) in njihova vsota (SkupniN,) v
neobremenjenih (K) in z amonijem obremenjenih (Eyrakozmih s tlemi. Gravimettne koncentracije v
obremenjenih vzorcih so bile prétamane v povrSinske kéine 1 cm debelega sloja tal v mikrokozmih oz.
hipoteticne kolkine originalnega 0 - 30 cm globokega sloja tal. &ntracije so podane kot povpne
vrednosti (n = 3) s 95 % intervali zaupanja. Préde vrednosti so signifikantno razle (p < 0,05)¢e se
poleg njih nahajajo raziheérke (a - j).

Table 2 Ammonium (NK), nitrate and nitrite (N® + NO;) and total mineral nitrogen (Skupni,) at the
beginning of three oxic/anoxic cycles performedsail that was previously stored at 4 °C for 6 menth
Gravimetric concentrations (gravimeéma) in ammonium amended soil were recalculated reala
values(povrSinska) which refer to mineral nitrogemounts of 1 cm thick soil layer. Areal concentasi
were extrapolated to hypothetical soil concentratighipotettna) in original 0 - 30 cm soil layer. Small
letters (a —j) lying next to the gravimetric vadugenote the results of Student t-test. If letfarsr) next to
the values are different, the values are signitigadifferent (p < 0.05) according Student t tastl — not
determined, st = dry soil

Prvi cikel Drugi cikel Tretji cikel Skupni N,

Vsebnost mineralnegaGravimetriéne koncentracije [ug N'g]

dusika:

K NH; -N 11+2a 101+5b 65+2c 177+6d
(NO; + NGY) - N 521 +38e 0 0 521 +38¢e
Skupni Nyin 532+38e 101+5hb 65+2c 698 + 38 f

E NH/-N 122+16b 323+24¢g 438+1h 883 +29i
(NO; + NGY) - N 521 +38e 0 0 521 +38¢e
Skupni Ny 643 £41f 323+24¢g 438+1h 1404 + 48 |

Vsebnost mineralnegaPovrsinske koncentracije (1 cm debel sloj tal) faj']

dusika:

E NH-N 8+1 21+2 28+0 56 +2
(NO; + NG,) - N 33+2 0 0 332
Skupni Nyin 41+3 21+2 28+0 89+3

Vsebnost mineralnegaHipotetiine koncentracije (0 - 30 cm globok sloj tal [kgHia

dusika:

E NH/-N 232+ 30 615 + 46 834 +2 1682 £ 55
(NO; + NG,) - N 993 £ 72 0 0 993 +72

Skupni Nyin 1225+ 78 615 + 46 834 +£2 2675 + 90
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Slika 11. Potencialne pretvorbe mineralnega dusikamineralizacija organskega ogljika med tremi
zaporednim cikli oksinih in anoksinih razmer v tleh. Tla so bila pred cildio inkubacijo hranjena Sest
mesecev pri 4 °C. Koncentracije amonija (a), tatia nitrita (b) ter kumulativhe emisije duSikoviinov
(c) in ogliikovega dioksida (d) pri 28 °C so bilemerjene v rednih intervalih med inkubacijo talnih
mikrokozmov. Tla so bila na Zetku vsakega cikla obremenjena z amonijem—), kot kontrola pa so
sluzila neobremenjena tla (- - - -). Podatki sedgtavljeni kot povpkme vrednosti (n = 3) s pripad&jmi

95 %. intervali zaupanja.

Figure 11 Potential nitrogen transformations durthgee sequential oxic/anoxic cycles in soil aféer
mounths of storage at 4 °C. Ammonium (@), nitratd aitrite (b), cumulative nitrogen gases (c) aadbon
dioxide (d) emission were measured in regular watisr during incubation of intact (- - - -) and anmon
amended soil microcosms—(—) at 28 °C. Ammonium was added at the beginningaxdh oxic/anoxic
cycle. The data are presented as average value8)(and 95 % confidence intervals. st = dry soil
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Vrednost pH in koncentracija nitrata sta med ekspattom negativno korelirala (Slika ).
Najvisje pH vrednosti tal (pH 7,4 - 7,8) so bilenerjene na zgtku drugega in tretjega
cikla, ko v tleh ni bilo nitrata, najnizje pa nanah ciklov (pH 6,9 - 7,5), ko je bila
koncentracija nitrata najvisja.

4.3.2.1 Hitrosti mikrobnih procesov v 6 mesecev shranjdaieh v odvisnosti od Stevila
oksicno/anokstinih ciklov

Nitrifikacijske hitrosti so bile merjene na dvacima: preko hitrosti porabe (oksidacije)
amonija in preko hitrosti nastajanja nitrita inrate (Preglednica 3). Hitrost oksidacije
amonija je bila ekvivalentna hitrosti nastanka atdr in nitrita (p > 0,05) v vseh treh
oksinih fazah ciklov. Ravno tako se nitrifikacijske rbati v posameznih ciklih niso
signifikantno razlikovale (Slika 12a) in so znasal- 52 ug (NH" — NOs + NO;) - N
g-lst at

V treh anoksinih fazah ciklov so bile hitrosti porabe nitrata mitrita ekvivalentne
hitrostim nastanka dusSikovih plinov §N N>O), kar definira denitrifikacijo (Preglednica
3). Hitrosti denitrifikacije so zna3ale 14 - 38 (NDs + NO, — N, + N,O) — N g d™ in

so bile signifikantno nizje (p <0,05) od nitrifggskih hitrosti. Poleg tega so
denitrifikacijske hitrosti signifikantno padle z aldm ciklom (p <0,05). Tako se je
pokazala ména negativna linearna {R 0,95) korelacija denitrifikacije in Stevila cikl,

ki v hipotettnem petem ok&nem/anoksinem ciklu projecira terminacijo procesa
denitrifikacije (Slika 12a).

Hitrosti produkcije CQ so bile, tako kot denitrifikacijski potenciali, @remenjenih in

neobremenjenih vzorcih tal podobne (p > 0,05) irupadale iz cikla v cikel (p < 0,05)
(Preglednica 3). Linearna regresija @ék& produkcije CQv odvisnosti od Stevila ciklov
(R? = 0,96) napoveduje zniZanje talne respiracije zaEhavno mejo Ze na&ikucetrtega

cikla, medtem ko naj bi se anoksa respiracija (R= 0,96) prenehala na kon¢etrtega

oksiknega/anoksgnega cikla (Slika 12b).
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Preglednica 3. Hitrosti nitrifikacije, denitrifikge, neto mineralizacije in koncentracija raztopgga
organskega ogljika v talnih mikrokozmih med trenkisinimi/anoksénimi cikli pri 28 °C. Hitrosti v
kontrolnih (K) in z mineralnim duSikom obremenjeni&) mikrokozmih so bile pridobljene z linearno
regresijo koncentracij zvrsti mineralnega N in €asu. Zaradi nizkih koncentracij pretvorbe minergh&l
niso bile doléene (nd) v vzrocih K. V tabeli so prikazane povpeehitrosti in Qo vrednosti s 95 % intervali
zaupanija. Izraunane hitrosti pretvorb N in C zvrsti in koncenty&OC so signifikantno razlne (p < 0,05),
¢e se poleg njih nahajajo raatieérke (a - e).

Table 3 Nitrification (oksidacija amonija - nitlfcija) and denitrification (redukcija nitrata -niteifikacija)
rates, oxic and anoxic GQproduction rates (neto mineralizacija org. ogljikaokstno/anoksino) and
Dissolved Organic Carbon (DOC) concentrations ihmmicrocosms at 28 °C during 1st (Prvi), 2nd (Dijug
and the 3rd (Tretji) sequential oxic/anoxic cycte?8 °C. The rates were obtained by linear regoessof
mineral N and C transformations in time. The data @esented as average values with 95 % confidence
intervals. If letters (a - e) next to the values different, the values are significantly differgpt< 0.05)
according Student t test. st = dry sall

Vzorec: Prvi cikel Drugi cikel Tretji cikel
Oksidacija amonija — nitrifikacija

E -49+1a -45+5a -51+1a [ug NH," - N g’ d7]

E +39+1la=h +50+5a +51+4a [Hg (NO; + NO,) - N gy d]
Redukcija nitrata — denitrifikacija

E -36+2b -22 +2b=c -16+1d [Hg (NO; + NO,) - N gy d]

E +30+8b +19+1c +15+1d [lug (N + N;O) - N g d¥]
Neto mineralizacija org. ogljika — oksio

E 68+15a 29+4b 11+2c

K 60+8a 35+ 2 b=d 15+2c¢ [ug CO-C gy d?
Neto mineralizacija org. ogljika — anokesb

E 54 t6a 30+x5hb 18 £ 5c=e

K 52 +11a 24+2b 20+4e [ug CO-C gy d”]
Vsebnost DOC - ok&ho

E 75+ 34 a=b 116 + 61 a=b 82+49 a=b

K 41+19a 190 +152a=b 165+80a=b  [ug C g%
Vsebnost DOC - anoksio

E 106 £ 75 a=b 62 £ 23 a=b 96 + 36 a=b

K 181 +162a=b 117+87a=b  147+76b [ug C g%l

Vsebnost DOC na Zatkih in koncih oksinih in anoksinih faz ciklov je bila zelo
variabilna in se je gibala med 19 - 245 ugt.gMed DOC in oksinimi, anoksinimi
pogoji, casom, Stevilom ciklov, emisijami GOpH in ostalimi parametri, merjenimi med
eksperimentom, ni biloatnih korelacij (Preglednica 3).
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Slika 12. Vpliv Stevila okshih/anoksénih ciklov na nitrifikacijski in denitrifikacijskipotencial tal (a) in
mikrobno respiracijo pri 28 °C (b). Nitrifikacijskadenitrifikacijska in hitrost ok&he in anoksine
mineralizacije organskega ogljika so predstavljéot povpréne izr&unane vrednosti, skupaj s 95 %.
intervali zaupanja. Prikazana je prekinjetrea (------ ), ki ozn&uje povpreéno nitrifikacijsko aktivnost na
zaetku in na koncu okshih/anoksénih ciklov ter trendnerte (——) s koeficienti determinacije @R ki
opisujejo linearne regresije podatkov o hitrostih.

Figure 12 Soil nitrification (nitrifikacija), denification (denitrifikacija) (a) and oxic (ok&no) and anoxic
(anokstno) carbon mineralization rates (hitrost mineraligogljika) (b) and dependence of the number of
oxic/anoxic cycles performed at 28 °C. The rates presented as average values with 95 % confidence
intervals. Dotted line (------ ) represents averagsgfication rate from the first and the third exanoxic cycle
and the trendlines-{—) of linear regressions with coefficients of detaration (R) represent denitrification
rates and oxic/anoxic G@roduction rates in relation to the cycle number.
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4.3.3 Pretvorbe mineralnega duSika in mineralizacija orgaskega ogljika med
hranjenjem tal pri 4 °C

Tla so bila 1 leto shranjena pri 4 °C, nato pa & bporabljena v ok&ho/anoksinem
ciklu, ki je bil zastavljen na enak &a kot za sveza (Slika 7) in 6 mesecev (Slika 11)
shranjena tla. Po shranjevanju so bila tla inkutargri 28 °C in dodan je bil amonij
(200 pg NH' - N g's). Med 12-mes&nim shranjevanjem pri 4 °C se je v tleh akumuliralo
374 +13 pg N@ - N g's. Oksina faza cikla je trajala 11 dni, anaksa pa nadaljnjih
27 dni. V okstni fazi se je amonij oksidiral do kone koncentracije
471 +5 ug (N@ + NOy) - N g's. V anokskni fazi pa ni prislo do denitrifikacije (Slika
13).

< NH/~N 4 (NO;+NOy)-N @ (Ny+N,0)-N

800 1 oksi¢cno anoksino

700 -

a1 (o2}

o o

o o
L 1

Koncentracija duSika
[Mg N g«
w b
o
o

—3 —$
30

0 10 20

Cas [dnevi]

Slika 13. Potencialne pretvorbe mineralnega duSikd oksinim/anoksiénim ciklom v tleh po 12. mesecih
hranjenja pri 4 °C. Koncentracije amonija (NH nitrata in nitrita (NG + NO3) ter kumulativne emisije
dusikovih plinov (N + N,O) so bile izmerjene v rednih intervalih med 10-m®okséno, ki ji je sledila 30-
dnevna anokgna inkubacija talnih mikrokozmov pri 28 °C. Tla wkmokozmih so bila na z#tku inkubacije
obremenjena z amonijem (200 pg NHN g'). Podatki o mineralnem dusiku so bili pridobljeni
destruktivnim vzotenjem dveh mikrokozmov (n=2), podatki o emisijah NN,O pa iz treh nakljgno
izbranih mikrokozmov (n=3) in so predstavljeni kmvpre&ne vrednosti s pripadajioni 95 %. intervali
zaupanja.

Figure 13 Potential mineral nitrogen transformatioluring oxic/anoxic cycle in soil that was stoegd} °C
for 12 months. Ammonium (NH), nitrite and nitrate (N@+ NO;) and cumulative nitrous oxide and
nitrogen gas (M+ N,O) emission was measured in regular intervals dutid-day oxic and 30-day anoxic
incubation of ammonium amended microcosms at 28Ti& mineral nitrogen data were collected by
destructive sampling of two replicate microcosmsjlevthe gas phase of three replicate microcosns wa
analyzed for M + N,O at each sampling. The data are presented asgavesdues with 95 % confidence
intervals.
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4.3.3.1 Nitrifikacijski in denitrifikacijski potencial v #h, hranjenih eno leto pri 4 °C

Oksidacija 200 pg NH - N g je popolnoma potekla v petih dneh, medtem ko se je
svezih tleh v osmih dneh nitrificiralo kar 500 pglN - N g’ (Slika 7). Hitrost
nitrifikacije je v prvih dveh dneh bila podobna kotvezih tleh. Koliina amonija je do
petega dne eksponentno padala?%M®,99). Hitrost nitrifikacije je zna3ala
41 + 13 ug (NH" — NOs + NO,) - N g d™ in je bila signifikantno niZja (p < 0,05) kot v
svezih (65 6), ne pa tudi 6 mesecev shranjerg t{p >0,05), kjer je znaSala
44 + 11 ug (NH" — NOs + NO,) — N g*s d* (Slika 14). Do terminacije nitrifikacije v
tleh bi po projekciji linearne regresije (Slika 1g¥)slo Sele po 32 mesecih oz. dveh letih in
osmih mesecih hranjenja pri 4 °C.

+ Nitrifikacija ® Denitrifikacija

80 +
70 A

60

R2=0,9796
s e
40 -

30

ug N g d?

R2=0,999
20 -

10 -

Cas hranjenja pri 4°C [meseci]

Slika 14. Vpliv hranjenja tal pri 4 °C na nitrifikgski in denitrifikacijski potencial tal. Nitrifilcijska,
denitrifikacijska in hitrost sta predstavljeni kpovpr&ne izra&unane vrednosti, skupaj s 95 %. intervali
zaupanja. Prikazana je prekinjetida (------ ), ki ozng&uje povpreéno nitrifikacijsko aktivnost v 6 mesecev
shranjenih tal, medtem ko trendida (—) s koeficientom determinacije {Ropisuje linearno regresijo
denitrifikacijske hitrosti wasu.

Figure 14 Influence of storage at 4 °C on soilifid@tion (nitrifikacija) and denitrification (detrifikacija)
potential at 28 °C. Nitrification and denitrificati rates are presented as average values with
95 % confidence intervals. Dotted line (------ ) geat average nitrification rate in 6 months staeid] while

the trend line {——) of linear regression of temporal changes of diication rate is presented with its
coefficient of determination (R

Za razliko od nitrifikacijskih hitrosti pa so bienitrifikacijske hitrosti v tleh, ki so bila
hranjena pri 4 °C, signifikantno nizje (p <0,08lednje so upadle iz 59 +5v sveze
vzortenih tleh (Preglednica 1) na 33+8v 6 mesecevnjaneh tleh in na
4+6ug (NQ +NOy — N, + N,O) — N g d™ v 12 mesecev hranjenih tleh (Preglednica
3). Linearna regresija potencialnih denitrifikakifs hitrosti v odvisnosti od hranjenja pri
4 °C (Slika 14) kaze, da bi denitrifikacija prea&hpo 13. mesecih hranjenja tal.
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Za upaasnjeno denitrifikacijo v tleh, hranjenjenih pri°@, bi lahko bilo odgovorno

pomanjkanje dostopnih substratov, npr. rastlingkludatov v tleh. Zato je bil izveden
dodaten podeksperiment, v katerem so bili v tlaathodinteténi rastlinski eksudati (Slika

15). Denitrifikacijska hitrost se je takoj po dokiat zviSala na

146 + 3 pg (N@ + NO; — N, + NbO) = N gl d?, kar je vé kot 2-kratno zvisanje

denitrifikacijske hitrosti.

Obrez dodanih RE Oz dodanimi RE
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80 -
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Hitrost denitrifikacije pri 28 °C
[ug N g’ d]
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Cas hranjenja tal pri 4 °C
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-20 -

Slika 15. Dodatek sintétnih rastlinskih eksudatov in hitrost denitrifikaaiy tleh. Rastlinski eksudati (RE)
so bili dodani v tla, ki so bila 12 mesecev shraajg@ri 4 °C. Denitrifikacijska hitrost pri 28 °C jeila
ugotovljena pred in po dodatku rastlinskih eksudater je predstavljena kot povgre vrednost s
pripadaj@im 95 % intervalom zaupanja.

Figure 15 Synthetic plant exudates (RE) additiod swil denitrfication rates in soil that was stoed4 °C

for 12 months. Denitrification rates were deterrdireg 28 °C before and after the RE addition and are
presented as average values with 95 % confidemner/ais.

4.3.3.2 Okskna in anokgina mineralizacija organskega ogljika v odvisnosti Gasa
shranjevanja tal pri 4 °C

Kumulativha emisija C@ po enajstih dneh oksie inkubacije tal pri 28 °C, ki so bila
predhodno 12 mesecev shranjena pri 4 °C, je bReabviSja od te emisije pri 6 mesecev
shranjenih tleh ter 12-krat viSja od emisije £&¥eze vzafenih tal (Slika 16). Hitrosti
oksine produkcije C@so bile 26 + 6 v svezih tleh (Preglednica 1),647 v 6 mesecev
shranjenih tleh (Preglednica 3) ter 388 + 42 pg €O g's d* v 12 mesecev shranjenih
tleh.

V anoksénih pogojih so hitrosti produkcije GQnasale 20 = 1 v svezih tleh, 58 + 13 v 6
mesecev shranjenih tleh ter 54 + 13 ppCO g' d™* v 12 mesecev shranjenih tleh. Med
hitrostjo anoksine produkcije C@6 in 12 mesecev shranjenih tal ni bilo signifikent
razlike (p > 0,05).
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Emisija ogljikovega dioksida
[ug COZ'C g_lst]

-6~ Svezatla & po 6. mesecih & po 12. mesecih
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Slika 16. Vpliv hranjenja tal na oksio in anoksino respiracijo. Kumulativhe emisije ogljikovega kiaa

pri 28 °C med okshim/anoksénim ciklom sveZih tal in tal, ki so bila hranjepe 4 °C 6 mesecev oziroma
12 mesecev so predstavljene kot povpeevrednosti s pripadajimi 95 % intervali zaupanja

Figure 16 The influence of soil storage at 4 °C axic (okstno) and anoxic (anoksio) respiration.
Cumulative CQ emission at 28 °C during 10-day oxic phase and 28-day anoxic phase of oxic/anoxic

cycle in freshly sampled soil (sveZa tla), 6 mordteged soil (po 6. mesecih) and 12 months stoodd o
12. mesecih). The data are presented as averageswaith 95 % confidence intervals.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 DENITRIFIKACIISKA AKTIVNOST IN ZASTOPANOST
DENITRIFIKATORJEV V VERTIKALNIH PROFILIH TAL LJUBLJANSKEGA
BARJA

Denitrifikacijska encimska aktivhost (DEA) se sicegotavlja v anokgnih razmerah,
vendar korelira z dehidrogenazno aktivnhostjo (Sim2R00) in mikrobno biomaso,
podobno kot substratno inducirana respiracija (SW)derson in Domsch, 2010). Zato
DEA odraza okoljske razmere na mestu veoja (Tiedje, 1994) in je posredna mera za
splosno mikrobno aktivnost v tleh (Paul in ClarR98), ki je bila tleh Ljubljanskega barja
najvisja v zgornjem, O - 10 cm sloju tal. Visokeknobne aktivnosti so zidne za vrhnje
sloje tal, v katerih je delez rastlinske in mikredniomase naj\gi (Mergel in sod., 2001).

DEA (Slika 6) je bila znotraj posamezne makro-laj@prostorsko variabilna in je lahko
bila na nekem mestu in na déémi globini komaj zaznavna, medtem ko je na drugem,
oddaljenem mestu na isti globini potekala z bistveijimi hitrostmi, kar kaze na obstoj
ti. vrocih tock (hot spots) denitrifikacije (McClain in sod., ZJ0Bruland in sod., 2006).
Med makro-lokacijama, od katerih je bila ena onéena s tdkastim virom gospodinjskih
odplak in druga neonesnazena, je bilo zaznati reamgzlike v DEA. Tako je
neonesnazena lokacija na globinah 0 - 20 cm imiglaifkantno visjo DEA, na globini
80 - 100 cm pa signifikantno nizjo DEA kot na&kasto onesnazeni lokaciji. Te razlike je
moc pripisati prisotnosti poviSanih koncentracij miakyega dusika v onesnaZzenih tleh, ki
v zmernih kol€inah pozitivno vplivajo na DEA, v previsokih odmérkpa jo znizajo
(Simek, 2000). Po drugi strani pa so te razlikekéalenostavno posledica medsebojne
prostorske variabilnosti makro-lokacij (Brulandsiad., 2006).

Stevilo denitrifikacijskih mikroorganizmov je znd@aned 1- 10’ g in 4- 10’ g’ kar je

v skladu z rezultati o Stevilu kopij denitrifikaskih genovnarG, nirK in no<, ki se je
tako v tleh Ljublianskega barja kot v nekaterih glhutleh gibalo med 10in 1 g’
(Henry in sod., 2006). Stevilo kopij gena 16SrRNkAje proporcionalno Stevilu celotne
bakterijske populacije, je znasalo med 1010 g (Henry in sod., 2006). V zastopanosti
denitrifikacijske populacije (MPN) na posamezniholghah, kot tudi po celothem
vertikalnem profilu tal ni bilo signifikantnih rakl (Slika 6). DEA torej ni bila odvisna od
Stevila denitrifikacijskih organizmov v tleh, ampakl dol@enih regulatornih okoljskih
dejavnikov, ki so vplivali na Stevilo sintetizirdmin aktivnih denitrifikacijskin encimov,
katerim je DEA proporcionalna (Tiedje, 1994). Vsekaze, da je strategija prezivetja
denitrifikacijskin mikroorganizmov v tem okolju Krategija, ki jo definirata konstantna
velikost populacije in  kompeticija za razpoloZljivesubstrate (Pianka, 1972).
Denitrifikacijski mikroorganizmi tako prezivijo d&h obdobja (vsaj 3 mesece) v
odsotnosti kisika in nitrata in ob daljSi izposjawbsti stresnim razmeram lahko za
prezivetje uporabljajo druge metabolne poti (nmrnfentirajo) (Jorgensen in Tiedje,
1993).
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Nizja DEA oz. manjSe Stevilo sintetiziranih derfikacijskih encimov (Tiedje, 1994) na
globinah 20-40cm bi lahko bilo posledica strBsmazmer za denitrifikacijske
mikroorganizme, zaradi nihanja nivoja podtalnideyikogaa redne izmenjave oKsiih in
anoksénih razmer (Brune in sod., 2000). Vendar je taagal manj verjetna, saj so
denitrifikacijski encimi prisotni celo v anoksiih mikro-niSah dobro aeriranih tal (Wrage
in sod., 2001), kar je v skladu s tem, da je bilBADv vrhnjih slojih, nad nivojem
podtalnice, celo viSja kot v nivojih pod podtalnode. Zato je za znizano DEA v slojih,
izpostavljenih nihanju nivoja podtalnice, bolj \ana razlaga, da so bili denitrifikacijski
mikroorganizmi na teh globinah limitirani z dost@stjo substratov (Knowles, 1982).
Koncentracija nitrata v tleh je bila na mestdkimstega vira onesnazenja rahlo poviSana
(9+7 pg NQ - N gy, kar pa ni vplivalo na DEA, saj je bila ta enakat DEA
neonesnazene lokacije na globini 20 - 40 cm. Zatbiljpadec DEA na obeh lokacijah v
obmaju nihanja nivoja podtalnice najverjetneje posleditizane dostopnosti organskega
ogljiika (Burford in Bremner, 1975), za katero bika bila odgovorna poviSana razgradnja
organske snovi na meji oksio/anoksino (Kristensen, 2000) ali pa izpiranje raztopljemeg
organskega ogljika v globlje sloje tal kot poslediihanja nivoja podtalnice (Groenendijk
in sod., 2005).

Pri primerjavi denitrifikacijskih aktivnosti vsehlagev nad nivojem podtalnice in pod
nivojem podtalnice, se je izkazalo, da se je DEAzsl0 - 1 m globok vertikalni profil tal
ohranjala in je na globinah 0 - 40 cm v povjueznasala 19 + 6 ug4d - N g'sht, na
globinah 40 - 100 cm pa 13 + 2 pg\- N gl h™.

5.2 OPREDELITEV POTENCIALA TAL LJUBLJANSKEGA BARJA ZA
PRETVORBE IN ODSTRANJEVANJE MINERALNIH OBLIK DUSIKA

Za eksperimente v mikrokozmih, ki so opisani v r@danju, smo vzaili zgornji

0 - 30 cm sloj tal, ki se nahaja tik nad povmien letnim nivojem podtalnice (30 = 16 cm).
Zgornjih 14 cm tega sloja je v naravi konstantnpostavljenih oksinim razmeram,
medtem ko se v spodnjih 15. cm skozi leto v redntlervalih izmenjujejo oksne in
anokstne razmere, ki so posledica nihanja nivoja podtalfiHacin in sod., 2001) in talnih
redox potencialov (Hofferle in sod., 2010).

5.2.1 Primernost tal za uporabo véistilnih procesih iz vidika nekaterih fizikalno-
kemijskih lastnosti

Zgornji, 0 - 30 cm globok sloj tal Ljubljanskegarjaapredstavlja delno razgrajena Sota, ki
ima vseeno relativno visok delez organskega og(jila%), in je pH nevtralna do alkalna
(pH 7 - 8, Slika 5) (Hacin in sod., 2001; Datkvin sod., 2010). Kljub temu, da izgube
duSika z volatilizacijo v nekaterih tleh postanegnifikantne pri pH >7 (Ventura in

Yoshida, 1977), je v tleh Ljubljanskega barja Wiledcija amoniaka predstavljala man;
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kot 2 % izgub mineralnega dusSika (Slika 5), karj@anajverjetneje posledica negativne
korelacije med volatilizacijo amoniaka in kbho organske snovi v tleh ter kationsko
izmenjevalno kapaciteto tal (Duan in Xiao, 2000&d8ja je pripomogla k sorpciji amonija
na negativno nabite talne delce (Wu in McGechaf8)1 % je bila razvidna v prvih dveh
urah po dodatku amonija v tla, ko je koncentra@mmonija, ki ga je bilo moge
ekstrahirati z 2 M KCI, naglo padla (Slika 7). Kdjiadsorbciji pa je amonij bil dostopen
nitrifikacijskim mikroorganizmom (Nielsen, 1996); &o v okstnih razmerah proizvedli
koli¢ino nitrata, ekvivalentno Zatni kolicini dodanega amonija (Slika 7).

Relativno visoke koncentracije nitrata, ki se jedmatrifikacijo akumuliral v tleh, so
povzraile le majhne spremembe pH v obtpomed pH 7 in pH 8 (Slika 5). Moa
pufrska kapaciteta ter rioa kationsko-izmenjevalna kapaciteta tal v omenjenemaju

pH je bila razvidna tudi iz rezultatov eksperimentdodajanjem NaOH v tla (Slika 5b). O
pufrski kapaciteti tal pta dejstvo, da je bilo potrebno za enako sprememntdovp
suspenzijo tal dodati 10-krat &eskvivalentov NaOH, kot v vodno raztopino. O visoki
kationsko-izmenjevalni kapaciteti tal padaridejstvo, da je bila volatilizacija amoniaka pri
poviSanem pH suspenzije tal vsaj 2-krat niZja ladatilizacija iz raztopine amonija (Slika
5b).

Zanemarljiva volatilizacija zaradi sorpcije in pespne nitrifikacije po dodatku amonija
(Poach in sod., 2003) ter thma pufrska kapaciteta tal sta pokazali, da sate tizikalno-
kemijskega vidika zelo stabilen sistem, ki bi lahkbcelo bolj primeren za uporabo pri
odstranjevanju mineralnih oblik dusSika, kot aktiviolato cistilnih naprav (Heavey, 2003;
Corley in sod., 2006), kjer poviSane koncentraaijeita in nitrata znizajo pH odpadne
vode in po negativni povratni zanki blokirajo mikkacijo (Ruiz in sod., 2003).

5.2.2 Potencialne mikrobne pretvorbe in odstranjevanje mneralnega dusika med
izmeniénimi oksi¢nimi/anoksiénimi cikli

V mikrokozmih (Slika 3) so bila tla s 75 % WHC = B/FPS (Robertson in Groffman,
2007), ki predstavlja optimalno vsebnost vode rafikacijo, respiracijo in mineralizacijo
(Linn in Doran, 1984) v tleh. Za denitrifikacijo daile v mikrokozmih vzpostavljene
anokstne razmere (Knowles, 1982; Tiedje, 1994). Ugotaydjanitrifikacijskega in
denitrifikacijskega potenciala med oksimi/anoksénimi cikli je potekalo pri temperaturi
28 °C, ki je optimalna za nitrifikacijo in denitikacijo (Saad in Conrad, 1993).

5.2.2.1 Nitrifikacijski in denitrifikacijski potencial sveZ vzotenih tal
Sveza tla so zmogla nitrificirati 500 ug WH N g’ dodanega amonija v 8. dneh in

denitrificirati 500 ug N@ - N g nastalega nitrata do dusikovih plinov ,(NN,O) v
10. dneh pri 28 °C (Slika 7a). Koncentracija rétrjé bila med oksno fazo nizka (Slika
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8a) in je predstavljala manj kot 10 % celotne adile mineralnega dusSika, kar pomeni da
sta bili obe stopnji nitrifikacije (NE — NO, in NO, — NOs) usklajeni in se nitrit med
nitrifikacijo ni akumuliral do toksinih koncentracij (Gelfand in Yakir, 2008). Kljubnbe,

da sta se v anoksiih razmerah v dolenih trenutkih v tleh skupaj pojavljala amonij
(31 + 3 pg NH' - N g in nitrit (56 + 16 pg N@ - N g'), proces anaerobne oksidacije
amonija z nitritom do plinastega duSika (anamox)uidér in sod., 1995) ni bil
signifikanten.

Eksperiment s sveze vzenimi tlemi je torej pokazal, da je v o&sih razmerah potekla
popolna oksidacija amonija do nitrata, medtem kojesaitrat v anoksinih razmerah
popolnoma reduciral do dusSikovih plinov (Slika 7&)a podlagi teh rezultatov je bila
podprta idejna zasnova o&sih/anoksinih ciklov, ki so bili sestavljeni iz ok&nih in
anokstnih faz, v katerih je v ok&nih fazah potekala nitrifikacija, v anoksih fazah pa
denitrifikacija. Z drugimi besedami - v enem ak®m/anoksinem ciklu je potekel
kompleten duSikov cikel; od aplikacije do pretvorheodstranjevanja mineralnega dusSika
v atmosfero (Paul in Clark, 1996).

5.2.2.2 Pretvorbe in odstranjevanje mineralnega duSikalvithed tremi zaporednimi
oksinimi/anoksénimi cikli pri 28 °C

NeonesnaZena tla na Ljubljanskem barju so vsebanaksimalno 10 pg NH - N g in
maksimalno 50 pg NO- N gy (Hofferle in sod., 2010). V zatku eksperimenta z
zaporednimi oksnimi/anoksénimi cikli (Slika 11) so bila tla, ki so bila predtino

6 mesecev shranjena pri 4 °C, obremenjena takosodasebovala 10-kratne naravne
koncentracije mineralnega dusika (100 pgsNHN gt in 500 pg N@ - N g's)
(Preglednica 2). Nato so bili izvedeni trije aksianokséni cikli (Slika 11). V okstnih
fazah ciklov se je amonij oksidiral do nitrata,no&stnih fazah pa se je nitrat reduciral in
odstranil iz tal v obliki duSikovih plinov (M N)O). Na za&etku drugega
oksinega/anokshnega cikla je bilo dodanih 200 pg hiH N g's;amonija in na zetku
tretjega 300 pg NH - N g' (Slika 11, Preglednica 2).

Tla so pri 28°C v treh zaporednih aksh/anoksénih ciklih nitrificirala okoli
800 pg NH' - N ¢g's; amonijskega dusika in denitrificirala okoli 1408 NOs - N g
nitratnega dusika (Preglednica 2). V tretjem cikio je bila na zéetku cikla koncentracija
amonija najvisja 440 pg Nfi- N g’ hitrost denitrifikacije pa najnizja (Slika 12) $la
med oksino fazo v 8. dneh oksidirala ves dodan amonij, aliasitrat pa reducirala v
dusikove pline (M + N,O) v 28. dneh anok&nih razmer.

DaljSa obdobja za nitrifikacijo neugodnih an@ksh razmer, ki so sledila oksiim fazam
posameznih ciklov, niso signifikantno vplivala nadst nitrifikacije v naslednjih ok&nih
fazah (Preglednica 3). Projekcije linearnih regreisiosti procesov v odvisnosti od Stevila
oksinih/anoksénih ciklov (Slika 12) so pokazale, da zaporednilicikiso prizadel
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nitrifikacije, vendar pa bi se glede na projekgje treh do Stirih ciklih, kljub visoki
vsebnosti organskega ogljika v tleh, prenehala ggaamineralizacije organske snovi in
denitrifikacije, kar bi onemogilo uspesno odstranjevanje mineralnega dusSikalipda
daljSem obdobju uporabe Sote, kot substrata.

Denitrifikacijski mikroorganizmi naj bi bili na izemjave oksinih in anoksinih pogojev
zelo dobro prilagojeni, saj so todmeoma heterotrofni fakultativno anaerobi, ki v aksh
razmerah uporabljajo kisik, v ano&sih pa nitrat kot terminalni elektronski akceptar z
respiracijo (Knowles, 1982; Tiedje, 1994; Mahndiadje, 1995; Paul in Clark, 1996). Za
prezivetje v odsotnosti nitrata lahko denitrifikgit@elo fermentirajo (Jorgensen in Tiedje,
1993). Padec denitrifikacije je bil koreliran s path mineralizacije organske snovi (Slika
12) in zato najverjetneje povezan z znizanjem kotraeij dostopnega mineralnega ogljika
(Burford in Bremner, 1975; Tiedje, 1994; Mahne iedje, 1995; Simek, 2000§esar pa
ni bilo mogae potrditi s spremljanjem koncentracij raztopljemegrganskega ogljika
(DOC) v tleh. Te so bile zelo variabilne ter 3 dzl3at nizje od kumulativnih emisij GO
(Preglednica 3). Sprédnje DOC med razgradnjo polimerne organske snovi je
najverjetneje potekalo sinhrono z mineralizacijpgradnih produktov do C{JAlvarez in
sod., 1995), zato se DOC v tleh ni akumuliral, mitikoreliral z emisijami CQ kar
potrjuje, da kvantiteta DOC ne igra tako pomembmhege pri regulaciji mikrobnih
procesov in je pri teh procesih pomembnejSa kvalifgelez aktivhega organskega ogljika)
DOC (Fissore in sod., 2009).

5.2.2.3 Prenehanje denitrifikacije v tleh, ki so bila phedno 1 leto shranjena pri 4 °C

Tla so po 12. mesecih hranjenja pri 4 °C ob prehwal@8 °C pretvorila ves dodan amonij
v nitrat (Slika 13) s podobno hitrostjo kot 6 meseshranjena tla med tremi o&simi
fazami okstno/anoksinih ciklov. Denitrifikacija v anokgnih razmerah pa po 1. letu
hranjenja ni potekla.

Podobno kot Stevilo ok&nih/anoksénih ciklov, ki ni vplivalo na hitrosti nitrifikacg,
znizalo pa je hitrosti denitrifikacije (Slika 13§ ¢as hranjenja tal pri 4 °C drasto znizal

le denitrifikacijske hitrosti (Slika 14). Projekaijlinearne regresije je pokazala, da bi se
nitrifikacija v teh tleh ustavila Sele po 2. letin 8. mesecih hranjenja pri 4 °C.
Nitrifikacijske hitrosti so med hranjenjem tal bN&Sje od denitrifikacijskih ter p@asneje
padale. Proces nitrifikacije, za razliko od defikacije, zaradi svoje avtotrofne narave
(Prosser, 1989), ni bil éhtljiv na pomanjkanje rastlinskih eksudatov v tl@lo. obrazlozi
akumulacijo nitrata med tro-mes® inkubacijo istih tal pri 4 °C (Stres in sod.,080), ki

je bila ugotovljena tudi po 6. in 12. mesecih heaim v eksperimentih iz te Studije.

Vzrok za prenehanje denitrifikacije v tleh po enletu shranjevanja pri 4 °C bi sicer lahko
bilo drasténo znizanje Stevila denitrifikacijske populacijeendar se v podobnih
eksperimentih z mikrokozmi, kjer so bila tla 3 maséenkubirana pri 4 °C, najbolj verjetno
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Stevilo (MPN) denitrifikatorjev ni signifikantno spmenilo (Stres in sod., 2008). Bolj
verjetna razlaga bi bila pomanjkanje kvalitetnegataplienega organskega ogljika za
heterotrofno denitrifikacijo (Burford in Bremner95), saj so bila tla shranjena pri 4 °C v
odsotnosti rastlinske biomase, ki bi tvorila lahkazgradljive rastlinske eksudate
(Kraffczyk in sod., 1984). In res, denitrifikacija po 12. mesecih shranjevanja pri 4 °C
stekla takoj po dodatku sint&tih rastlinskih eksudatov, hitrost denitrifikacipa je bila
celo 2-krat viSja, kot v svezih tleh (Slika 15). NploSno namkevelja, da je v procesih
odstranjevanja duSika pogosto potrebno dodajatajuivir lahko razgradljivega ogljika
(Heavey, 2003; Ambus in sod., 2007; Dodla in s@@08; Gibert in sod., 2008; Martin in
sod., 2009), ki pospesi denitrifikacijo.

5.2.3 Potencialne in realne hitrosti nitrifikacije in denitrifikacije

Rezultati eksperimentov v mikrokozmih so pokaza#,so tla sicer po dalenem Stevilu
ciklov (Slika 12) oz. po dolkenem casu hranjenja pri 4 °C (Slika 14) izgubila
denitrifikacijsko sposobnost v odsotnosti zunanjeiga organskega ogljika. Vseeno pa so
v treh zaporednih ok&nih/anokstnih ciklih bila potencialno sposobna pretvoriti
(nitrificirati) ve¢ kot 800 pg NH" — N g's amonija in odstraniti denitrificirati, wekot
1400 pg (N@ + NOy) — N g' nitrata (Preglednica 2).

Potencialne hitrosti so bile ugotovljene pri 28 °Kl, je optimalna temperatura za
nitrifikacijo in denitrifikacijo v tleh (Saad in Gwad, 1993). Vendar pa so na Ljubljanskem
barju sezonske temperature O - 30 cm sloja ta¢ mivpihajo med — 1 °C in 6 °C pozimi ter
17 °C in 24 °C poleti (Repj 2009) (Danesic¢ in sod., 2010). Zato bi rezultaticistiinem
potencialu, ki so bili opisani do sedaj, veljalieprimeru,ce bi bila tla odstranjena iz
naravnega okolja in bi se uporabljala v sistemilodstranjevanje mineralnih oblik duSika,
pri kontrolirani temperaturi (28 °C). Ti sistemipn bioreaktoji s Sotno posteljico in Sotni
filtri) pa so navadno izpostaljeni naravnim tempemnaim fluktuacijam in padavinam
(Heavey, 2003; Corley in sod., 2006).

Za opredelitev naravnega (realnega) potencialaaaiScenje mineralnih oblik duSika so
bili na voljo le podatki laboratorijskin eksperinter, izvedenih pri dveh ekstremnih
temperaturah inkubacije (4 °C in 28 °C) (Slika Zato je bilo potrebno nitrifikacijske in
denitrifikacijske hitrosti aproksimirati na pov@re temperaturo tal in na povrSinsko enoto
tal ob naslednjih predpostavkah:

- Kadar sta na voljo le podatka o reakcijskih hitifospri dveh temperaturah, je
spremembe hitrosti v odvisnosti od sprememb tentpergrimerneje, kot z enostavno
linearno regresijo, opisati s temperaturnim koefitom Qo (Escandari, 2010), saj
hitrosti bioloSkih reakcij v kompleksnih naravnitkaljih s temperaturo pogosto
eksponentno narégjo (Kirschbaum, 1995). Temperatura naimnepliva tudi na
difuzijo (Ambus, 1993) in afiniteto substratov (Nesll, 1999), fluidnost membran
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(Los in Murata, 2004), konformacijske spremembeiraoe (Curatola in sod., 1983)
itd.

- Povpre&ne letne temperature na Ljubljanskem barju zna%¥agd 10 °Cin 12 °C
(Rept, 2009; Dane#i¢ in sod., 2010)

- Padavine na Ljubljanskem barju ¢keat meseéno povzr@ijo fluktuacije nivoja
podtalnice (Hacin in sod., 2001; Rep2009), gradient prehoda iz oksih v anoksine
razmere pa se vzpostavi tudi vzdolz vertikalnegafilar tal v smeri iz slojev nad
nivojem podtalnice proti slojem pod nivojem podiedn(Kristensen, 2000), kjer so bili
encimsko aktivni in prisotni tako nitrifikacijski Hofferle in sod., 2010) kot
denitrifikacijski mikroorganizmi (Slika 6, str. 37)

- Nitrifikacija in denitrifikacija zaradi nastanka si&nih in anoksinih mikro-nis v naravi
pogosto potekata simultano (Linn in Doran, 1984b&di in Adams, 2000; Russow in
sod., 2000; Wrage in sod., 2001).

- 1 cm debel sloj tal v posameznem mikrokozmu (S8kae imel povrsino 20 cfn Iz
teh podatkov je bilo moge pretvoriti gravimettino aplikacijo dusika na povrsinsko
(npr. 100 pg NH' - N g’ je ekvivalentno 6,35 kg N Hav 1 cm debelem sloju tal oz.
190 kg N h& v hipoteténem 30-cm originalno vzéenem sloju tal - Preglednica 2).

Z upoStevanjem kinetike temperaturnega koeficigpia so bile v obm&u povpre&ne
letne temperature (10 - 12 °C) ocenjene realndikécijske in denitrifikacijske aktivnosti.
Nitrifikacijske aktivnosti so bile 5 krat nizje, dirifikacijske pa 7 krat nizje pri 10 - 12 °C
(Slika 10) kot potencialne hitrosti obeh procesav 38 °C. V treh oksinih/anoksénih
ciklih (Slika 11), ki so trajali vsak priblizno @0 dni, so potencialne nitrifikacijske hitrosti
v mikrokozmih s slojem tal, debelim 1 cm, znaSale- 52 pg (NH" — NOs + NO) —
N gl d? (ekvivalentno 2,9 - 3,2 kg N Hal™), denitrifikacijske pa
14 - 38 ug (N@ + NO; — N, + N,O) — N gl d* (ekvivalentno 1,0 -2,3 kg N Hal™)
(Preglednica 3). 5-krat niZje realne nitrifikacgskn 7-krat nizje realne denitrifikacijske
hitrosti v 1 cm debelem sloju tal pa bi zna3aleviioe 0,6 kg N hd d*in 0,2 kg N hd d*
0z. letno: 223 kg N hayr?in 86 kg N ha yr™.

S takimi hitrostmi bi zgolj 1 cm debel sloj tal grovprenih letnih temperaturah pretvoril
in odstranil 86 kg N Hayr* oz. 51 % dovoljene letne aplikacije dusika, ki &ma
170 kg h& (EC, 2009). Ob predpostavki, da bi v naravnih razh 50 % apliciranega
dusSika privzele rastline (Galloway in Cowling, 2008i preostalih 50 % mikroorganizmi v
samo 1 cm debelem sloju tal pretvorili med oksni/anoksénimi cikli v enem letu. Zato
lahko zaklj@¢imo, da so tla Ljubljanskega barja zagotovociaBa pred onesnazevanjem
podtalnicege so izpostavljena z zakonom predpisanim aplikacgaojil.

Hipoteticno so realne nitrifikacijske in denitrifikacijskatiosti bile Se visje, saj je bil
originalen sloj tal, ki je bil homogeniziran in upblien v mikrokozmih, vza@en iz globin

0 - 30 cm. Povrsinske aplikacije duSika v origimainsloju tal bi zato lahko bile 30-krat
viSje od zgoraj omenjenih (Preglednica 2) in hiirogrifikacije bi pri 10 - 12 °C znaSale
18 kg N h& d*, denitrifikacije pa 7 kg N had™. Te hitrosti so bile podobne hitrostim
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odstranjevanja dusika v rastlinskitistinih napravah (7 - 17 kg N Had?) (Vymazal,
2007), medtem ko je nitrifikacija v hipot&tiem 30-cm sloju tal potekala z nizjo hitrostjo
kot v reaktorjih s $otno posteljico (peat bed ree)t kjer je znasala 110 kg N*he’ in je
bila primerljiva s hitrostmi nitrifikacije cenovneeliko manj ugodnih sistemov aerobnih
bioloSkih¢istilnih naprav (Heavey, 2003).

Vendar pa Vymazal (2007) pat@, da se v rastlinskigistilnin napravah, zaradi nepopolne
anoksénosti, dejansko odstrani le 40 - 50 % mineralnegsika in Heavey (2003), da je
bilo v Sotne filtre potrebno dodajati metanol, da denitrifikacija potekla. V zgoraj
opisanih oksinih/anokstnih ciklih je v anoksinih fazah bilo omoggeno 100 %

odstranjevanje dodanega mineralnega duSika iz viehdar pa bi bilo potrebno po
dolocenem Stevilu oksnih/anokstnih ciklov tudi v ta tla dodajati zunanji vir lahko
razgradljivega organskega ogljika.

Kakorkoli Ze — zgornji, 0 - 30 cm globok sloj tajubljanskega barja bi pri povpheih
letnih temperaturah v odsotnosti zunanjega virasgega ogljika v enem letu hipoteid
lahko nitrificiral 6690 kg N ha in denitrificiral 2580 kg N hd, kar je vé, kot 10-kratna
dovoljena letna aplikacija mineralnega dusika (E@)9).

5.2.4 Relacije med razgradnjo organske snovi, temperaturoaplikacijo mineralnega
dusika in temperaturnimi prehodi iz 4 °C na 28 °C ned hranjenjem tal

Produkcija CQ v svezih tleh (Slika 9) je pri 28 °C potekala Zjwni hitrostmi kot pri

4 °C, saj hitrost razgradnje organske snovi v tfEizitivno korelira s temperaturo
(Kirschbaum, 1995) tudi v tleh Ljubljanskega bai$res in sod., 2008). Pri 28 °C so tla
med oksino fazo proizvajala COle z rahlo visjo hitrostjo kot v anoksii fazi , medtem
ko je bil padec po prehodu iz o&sih v anoksine razmere bolj dragen pri 4 °C in je
evidenten tudi v nizjih @ vrednostih oksine (Qo= 1,3 - 1,6) v primerjavi z anoksio
(Qu0= 2,5 - 3,5) produkcijo C(Preglednica 2).

Temperaturni koeficienti, ki opisujejo odvisnost censkih reakcij od temperature
(Eskandari, 2005), so v tleh kultiviranega nizkégaja »Majnegarden« iz juzne Svedske,
ki ima podobno vsebnost organske snovi in pH nikkadaeakem obmgu (Q10 = 2 — 4), kot
na Ljubljanskem barju (Berglund in sod., 2010). &kgrajena Sota britanskih nizkih barij
je proizvajala CQ@ z 10-krat viSjimi hitrostmi (Kechavarzi in sod.020). V dol@enih
primerih, posebno pri visokih vsebnostih vode W tle bila respiracija obratno sorazmerna
s temperaturo (@< 1) (Kechavarzi in sod., 2010). Podatki te Stidip nasSe prejSnje
Studije (Stres in sod., 2008) kazejo, da je na ligmskem barju respiracija tudi pri visokih
vsebnostih vode vedno pozitivno korelirala s terapeo.

Hitrosti razgradnje Sote pozitivho korelirajo Sevgebnostjo ogljika in duSika v tleh
(Haraguchi in sod., 2003; Domisch in sod., 2005)30¢nih tleh Ljubljanskega barja pri
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28 °C v produkciji CQ kontrolnih in obremenjenih vzrocev ni bilo razlkar pomeni, da
mineralni dusik, kljub nizkim koncentracijam v kooihih vzorcih, ni bil limitni faktor. Pri
4 °C, za razliko od 28 °C, je aplikacija mineralaeduSika signifikantno vplivala na
oksiéno in anoksino produkcijo CQ (Slika 9). To kaze, da so bila tla v aksh razmerah
pri nizkih temperaturah limitrana z mineralnim don, ki se je med razgradnjo
kompleksne organske snovi pri nizkih temperaturajvarjetneje péasneje spra&l od
mineralnega ogljika (Paul in Clark, 1996; RobertsorGroffman, 2007; Miller in sod.,
2008).

V anoksénih razmerah poviSane koncentracije nitrata priQ8avno tako niso vplivale na
emisijo CQ, iz ¢esar sledi, da je mineralizacija organske snoviakainih razmerah pri
28 °C lahko potekala s heterotrofnimi mikroorganizii niso nujno denitrifikatorji
(Horwath, 2007). To je v skladu s hipotezo, dalmaaradi nizkih koncentracij nitrata bila
na Ljubljanskem barju glavno gonilo anaks mineralizacije organske snovi redukcija
Zeleza, kot alternativnega sprejemnika elektrodevngan in sod., 2009).

Vendar je zanimivo, da so bila enaka tla pri 4 °ksinih razmerah limitirana z
mineralnim duSikom, v anoksiih razmerah pa so heterotrofni procesi z altevnatii
sprejemniki elektronov tekli gasneje, kot ob prisotnosti nitrata (Slika 9). Ve&kaze, da
razgradnja organske snovi pri nizkih temperaturadradi hkratnih interakcij razinih
bioloSkih in fizikalno-kemijskih dejavnikov (Curdto in sod., 1983; Ambus, 1993;
Nedwell, 1999; Los in Murata, 2004), postane dasinizirana, zato je odziv mikrobnih
zdruzb na spremenjene temperature lahko zelo kdwsghe (Kirschbaum, 2000; Liu in
sod., 2006).

Kompleksen odziv je bil opazen tudi ob prehodihizalf °C na 28 °C po 6. mesecih in
12. mesecih hranjenja pri 4 °C (Slika 16). Ker pdukcija CQ v direktni relaciji z
mineralizacijo lahko dostopnega vira organskegaikag(Alvarez in sod., 1995), so bili
podatki o 12-krat viSji produkciji COv 12 mesecev shranjenih tleh (Slika 16) na prvi
pogled kontradiktorni ugotovitvi iz prejSnjega pagh diskusije (glej 5.2.2.3, str. 60), da
je bila denitrifikacija v teh tleh inhibirana s pankanjem lahko razgradljivega
organskega ogljika (Slika 15). V nadaljevanju sledliazlozitev.

Kumulativhe emisije C@so na koncu 11-dnevne okse faze v 12 mesecev shranjenih
tleh znaSale 4088 + 290 ug €0C g' (Slika 16), tla pa v anoksii fazi cikla niso
denitrificirala. Vsota kumulativnih emisij vseh trekstnih/anokstnih ciklov, izvedenih s

6 mesecev shranjenimi tlemi je znaSala 3102 + 7C@g- C gy (Slika 11), linearna
regresija denitrifikacije in mineralizacije pa jeopecirala prenehanje mikrobnih aktivnosti
najkasneje v naslednjerdetrtem oksinem/anoksinem ciklu (Slika 12). Vse to kaze na
nekakSen rezervoar organske snovi v tleh, od ka¢elsl en del dostopen za mikrobno
razgradnjo (labilen), drugi del pa je bil odporeaz(stenten) proti mikrobni razgradnji
(Alvarez in sod., 1995). Ko se je labilni organsgijik porabil, v tleh denitrifikacija ni bila
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ve¢ mogdaa in zaradi narave eksperimenta se je labilni asijaogljik porabil v oksini
fazi, kateri je sledila anoksia (denitrifikacijska) faza.

Med 12-mesénim shranjevanjem tal se je torej najverjetneje naldiral pretezni del
labilnega ogljika. Ta je nastajal medcpsno razgradnjo polimerne organske snovi pri 4 °C
na delno razgrajene produkte. Ti produkti so v frgdarazgradnjo vstopali z nizjimi
hitrostmi kot nastajali (Kirschbaum, 1995), saj jmamikroorganizmi pri nizkih
temperaturah nizjo afiniteto do substratov (Nedw#899). Tako so se labilni substrati
med shranjevanjem tal pri 4 °C akumulirali v tleh so postali mikrobom dostopni v
trenutku, ko so bila tla izpostavljena visji temgteri (28 °C), kar se je odrazilo v poviSani
produkciji CQ (Slika 16). Ker se je celotni rezervoar labilnegganskega ogljika med
okskno fazo izpraznil, je bila denitrifikacija v sletle anokséni fazi
oksiknega/anoksgnega cikla inhibirana (Slika 14).

5.2.5 Emisije toplogrednih plinov med oksinimi in anoksi¢nimi razmerami

Dolocen delez apliciranega mineralnega dusSika se pirietvsO , ki je poleg CQ@in CH,
glavni povzraitelj toplogrednegadinka iz kmetijskih povrSin (Forster in sod., 2007).

Pri visokih temperaturah so bile emisije £@Sje kot pri nizjih temperaturah (Stres in
sod., 2008), aplikacija duSika pa ni vplivala nadukcijo CQ pri 28 °C (Slika 9). Pri
nizjih temperaturah je mineralni dusik powv&igoovisano produkcijo C®(glej 4.3.1.2,
str. 42). Gnojenje tal z mineralnim dusikom pospgako dusikov kot tudi ogljikov cikel v
tleh (Galloway in sod., 2003) in Ze dolgo je znada, emisije CQ ki s temperaturo
naragajo, na globalno segrevanje delujejo po principmitpme povratne zanke (Raich in
Schlesinger, 1992).

Emisije metana (CkJ niso bile ugotovljene¢eprav so bili mikrokozmi daljSa obdobja
inkubirani celo v popolnoma anokasih razmerah, ki so najbolj ugodne za metanogenezo
in zavirajo metanotrofijo (Madigan in sod., 200Bjubljansko barje ne producira metana,
ampak ima v naravi pogosto celo negativne emisgéama — deluje kot neto ponor (neto
sink) za metan (Danéw in sod., 2010). Tudi v laboratorijskih eksperimienje do
metanogeneze prislo Sele po 7. tednih (Stres in 8008) ali Se daljSi inkubaciji (Jerman
in sod., 2009) talnih mikrokozmov pri visokih tenngteirah in vsebnostih vode.

Kolicina NO, ki je nastala v ok&nih ali anoksinih razmerah, je bila viSja v prisotnosti
mineralnega dusika (Slika 7 in Slika 8), deleON NH;" (Morkved in sod., 2007) med
nitrifikacijo pa je bil visji (0,9 %) pri 4 °C kagpri 28 °C (0,1 %). Med denitrifikacijo je bil
delez NO Se viSji (NO/(NG;s + NGy) = 30-40 %) in ni bil odvisen od temperature
(Slika 7). Denitrifikacija je bila torej glavni viemisij NoO, kar je v skladu z ugotovitvami,
da je produkcija BO viSja v prisotnosti nitrata, kot v prisotnosti @mja in pozitivho
korelira z vsebnostjo vode v tleh (Abbasi in AdarB800; Carter, 2007), s katero je
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denitrifikacija preko dostopnosti kisika kontrola (Linn in Doran, 1984). Te ugotovitve
postavljajo nitrat v viogo limitnega faktorja enisi,O (Oquist in sod., 2007). V gramu
suhih tal Ljubljanskega barja je okoli ®L@opij genanarG (gen za reduktazo nitrata —
NAR) med 16 in 10" kopij nirK (gen za reduktazo nitrita — NIR) in okoli ®lRopij nosZ
(gen za reduktazo @ — N20OR) (Henry in sod., 2006), zato so bile pane& emisije MO
najverjetneje odraz nizjega deleza aktivhega end2@R, ki tudi ni nujno prisoten in
aktiven v vseh denitrifikacijskih mikroorganizmidymft, 1997).

Med nitrifikacijo je na kokino emisij NO vplivala koncentracija nitrita v tleh, saj je
kumulativna emisija BD linearno nara®la le v obdobju, ko so se v tleh akumulirale
manjSe kolktine nitrita (5 - 7 %). Nitrit je torej verjetno bslubstrat za kerdime in bioloSke
reakcije (Russow in sod., 2000), kot so kemodéikiaicija (Tiedje, 1994), denitrifikacija z
nitrifikatorji (Wrage in sod., 2001; Wrage in sodQ04) ter denitrifikacija (Smith in sod.,
1978; Knowles, 1982), ki so v tleh odgovorne zaudgnje mineralnega duSika v obliki
N2O (Russow in sod., 2009).

Avtotrofna nitrifikacija z bakterijami poteka v dwestopnjah (Prosser, 1989) in vse kaze,
da pri 4 °C prva stopnja (oksidacija amonija daitaif ni bila popolnoma sinhronizirana z
drugo stopnjo (oksidacijo nitrita do nitrata), zat se v tleh akumulirale manjSe kate
nitrita. Te so pozréle povisan delez spréddnega MO pri nizkih temperaturah, o katerem
poratajo mnogi avtorji (Maag in Vinther, 1996; Holtan4t&ig in sod., 2002; Wolf in
Brumme, 2002; Koponen in sod., 2004; Koponen in,s?d06; Morkved in sod., 2006;
Singurindy in sod., 2009). Ob nataem pregledu literature je bilo ugotovljeno, da je
miSjlenje o emisijah BD kot posledici nitrifikacije zmotno, saj je nitedini prekurzor za
nastanek RO (Russow in sod., 2000; Wrage in sod., 2001; Wiagd., 2004; Russow
in sod., 2009), kar pomeni, da je@v okstnih razmerah nastajal v anoksih mikro-
nisah z denitrifikacijo (Wrage in sod., 2001), k& po definiciji redukcija mineralnih
dusSikovih oksidov, nitrata (N£) ali nitrita (NO,), v plinaste okside, duSikov monoksid
(NO) in dusikov oksidul (MO), ki so lahko reducirani naprej do molekularnelygika
(N2) (Knowles, 1982).

Kljub visokemu potencialu za odstranjevanje mineggh dusSika tal Ljubljanskega barja,
se je torej za problematiega izkazal toplogredntinek (Dane¥i¢ in sod., 2010), ki je na
splosno znélen za kmetijske povrSine (Vitousek in sod., 1981Gsier in sod., 1998).
Torej bi bila ta tla za namer&cenja odpadnih voda primerna le v strogo kontroilran
procesnih pogojih. Redukcija duSikovega oksidulgQNdo molekularnega dusSika ki
je zadnji korak denitrifikacije, navadno v tleh gt Sele, ko zmanjka nitrata in nitrita, ki
sta energetsko ugodnejSa elektronska sprejemrek&r@hov (Zumft, 1997), zato bi bilo
potrebno plinsko fazo, ki je vsebovala visoke kaniccije NO napeljati skozi dodatne
anokséne Sotne filtre, ki bi v odsotnosti nitrata redadiiN,O do N> (Lance in sod., 1980;
Zhou in sod., 2009).
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5.3 SKLEPI

- Tla Ljubljanskega barja (histosol) so ohranila kigmtencial za pretvorbe mineralnih
oblik dusika, ki pa se je v odsotnosti zunanjega lahko razgradljive organske snovi
zmanjSal po w&ratnih bremenitvah in izmenjavah oksih in anoksinih pogojev.

- Pri pretvorbah amonijskega dusSika z nitrifikaci wlatilizacija amoniaka in emisije
N.O predstavljale manj kot 2 % izgub mineralnega khuSimedtem ko so pri
odstranjevanju nitratnega dusSika z denitrifikadggube dusSika v obliki BD znaSale
med 30 in 40 %.

- Potencialna denitrifikacijska encimska aktivnosE®) je bila najviSja v zgornjem,
0 - 10 cm globokem sloju tal, vendar generalno @biglo ni upadala, saj je bila v
povpreju na globinah 0 - 40 cm podobna kot na globinah 200 cm.

- Hranjenje tal z visoko vsebnostjo organske snovwstgsol) pri 4 °C je negativno
vplivalo na denitrifikacijo, medtem ko je bil vpliva nitrifikacijo zanemarljiv.

- Temperatura v obndgu med 4 °C in 28 °C je pozitivno vplivala na pretve
mineralnega dusika v tleh.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Vrhnje sloje Sote na Ljubljanskem barju so v prkitelstoletjin izrezovali, povrSino
Ljubljanskega barja pa izsuSevali v kmetijske nage®ezonsko nihanje podtalnice se
danes zaradi izsuSevanjacw®ma odvija pod povrsino tal. Posl&dd se v vrhnjih slojih
izmenjujejo oksine in anoksine razmere, kar povzfa dodatno razgradnjo preostale Sote.
Poleg tega kmetovanje z gnojenjem ogroza vire piwoele, ki se nahajajo pod
Ljubljanskim barjem. Kljub delni razgradnji Sote rdénjih vrhnjih slojev, so tla
klasificirana kot tla, bogata z organsko snovjosidsol). Poleg ok&nih in anoksinih
prihaja tudi do fluktuacij med poletnimi in zimskirtemperaturami. Nizke temperature
inhibirajo mikrobne aktivnosti, zato se npr. za rolkoloSke analize pripota sveze
vzorcena tla shranjevati pri temperaturah tik nad lezhs

V tej doktorski disertaciji smo ugotavljali: vplivonesnazevanja z gospodinjskimi
odplakami nan situ prostorsko variabilnost aktivnosti in zastopanaskrobne populacije
v tleh Ljubljanskega barja; ali zgornji 30-cm slagl zmorejo pretvoriti in odstraniti
najvijo dovoljeno letno aplikacijo mineralnega i#ta3(170 kg N hd) med izmeninim
spreminjanjem oks&nih in anoksinih razmer (oksini/anokséni cikli), ki favorizirajo
nitrifikacijo in denitrifikacijo; ali princip oksinih/anoksénih ciklov omog@a pretvorbe
vi§jih kolicin duSika, primerljive z aktivnim blatom konvencainih ¢istilnih naprav; in
kako hranjenje tal pri 4 °C vpliva na mikrobne ahkbsti v tleh.

Na eksperimentalnem polju v Podkraju pri TomisSlpi ljubljanskem barju smo na 25 m
oddaljenih lokacijah 1 (intaktna) in 2 @aasto onesnazena z gospodinjskimi odplakami)
na razdalji 1 m vzaili po 3 vertikalne profile (1a, 1b, 1c, 2a, 2bda) iz Sestih globin (0-
10, 10-20, 20-40, 40-60, 60-80 in 80-100 cm). Zliaami aktivnosti (DEA) in Stevila
(MPN) denitrifikatorjev, ki v grobem korelirajo pl®3no aktivnostjo in katino biomase v
tleh, smo po vertikalnih profilih opredelili prossixo variabilnost ter vpliv onesnazevanja
z gospodinjskimi odplakami na mikrobne proceseet.tNato smo v mrezi 10 X 10 m na
globinah 0 —30 cm vzorli 100 talnih sredic (2r =7 cm), ki smo jih homagzirali in
shranili pri 4 °C. Vpliv temperature na hitrostieprorb in odstranjevanja dusSika smo
ugotavljali v mikrokozmih pripravljenih iz svezeazenih tal pri dveh temperaturah (4 °C
in 28 °C). S temperaturnimi koeficienti;§smo ocenili hitrosti mikrobnih procesov pri
povpre&ni letni temperaturi tal (10 — 12 °C). Nato smoleamti, ki so bila 6 mesecev
shranjena pri 4 °C, izvedli tri oksie/anoksine cikle. Na z&tku vsakega cikla smo
dodali amonij, ki se je v 8 — 11 dni trajajo oksinih razmerah nitrificiral v nitrat (Ni

— NO; — NOy), slednji pa se je v 21 — 28 dni traj&@ijo anokstnih razmerah odstranil iz
tal z denitrifikacijo do plinastih oblik duSika (NO— NO, — NO — N;O — N,). Enak
eksperiment smo izvedli Se s tlemi, ki so bila 1&setev po vzoéenju shranjena pri 4 °C
ter tako opredelili vpliv shranjevanja tal na mikne aktivnosti.
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V vertikalnem profilu (0 - 1 m) tal na Ljubljanskebarju je bila DEA v zgornjem sloju
(0-10cm) najviSja in najnizja na globinah olfao letnega nihanja podtalnice
(20 - 40 cm), v povprgu pa je bila DEA nad in pod nivojem podtalnice pbda in se je
gibala med 11 in 25 pg# - N g'ssh™. V zastopanosti (MPN) denitrifikatorjev po
vertikalnem profilu tal ni bilo signifikantnih rakl Toc¢kasto onesnazenje ni vplivalo na
DEA in MPN.

Med prednostmi uporabe tal Ljubljanskega barjac&genje duSika, v primerjavi s
konvencionalnimic¢istiinimi napravami, sta se izkazali visoka katikmszmenjevalna in
pufrska kapaciteta tal. Ne glede na koncentragiperaja v tleh je sorpcijska kapaciteta
prepréevala volatilizacijo amoniaka (NH NH;" <2 %), ki je vstopal v nitrifikacijo.
Nakopten nitrat ni inhibiral mikrobnih aktivnosti z zakigiem, saj je bila vrednost pH
vedno v obmgu pH 6 - 8 in je zagotavljal optimalne mikrobneiakosti.

Zgornji, 0 - 30 cm globok sloj tal je v treh ciklizmeninih okstnih (8 — 11 dni) in
anoksénih (21 - 28 dni) razmer pri 28 °C odstranikuet 800 pg NH' - N g dodanega
amonija in 500 pg N©- N g’ nitrata, kar hipotetho predstavlja 2600 kg N Hatorej
vsaj 10-kratno dovoljeno letno aplikacijo (170 kdh&l") mineralnega dusika v tla. Pri
povprenih letnih temperaturah (10 - 12 °C) na Ljubljanmskearju bi 30 cm globok sloj tal
to enako koltino pretvoril in odstranil v enem letu. Ponavljanjesicnin/anokstnih ciklov

ni vplivalo na nitrifikacijske hitrosti, medtem ke potencial za heterotrofno denitrifikacijo
linearno padal, podobno kot mineralizacija orgagskegljika do CQ. Iz tega sledi, da je
med zaporednimi  ok&nimi in  anokstnimi  cikli pricelo  primanjkovati
kvalitetnega/dostopnega lahko razgradljivega vigaoskega ogljika.

Po 12-mes&nem shranjevanju tal pri 4 °C je nitrifikacijskiteocial prav tako ostal visok,
denitrifikacija pa je bila inhibirana Ze v prvemsainem/anoksinem ciklu. Emisije C@
12 mesecev shranjenih tal so bile po prehodu @ 4& 28 °C v okgnih razmerah kar 12-
krat viSje od teh emisij v sveze vzenih tleh. Opazili smo, da so bila tla med inkujmaci
pri 4 °C limitirana z virom mineralnega dusSika, rexd ko pri 28 °C hitrost mineralizacije
ni bila odvisna od dodatkov mineralnega duSikaoZkiepamo, da med shranjevanjem tal
pri nizkih temperaturah razgradnja polimerne organsnovi v labilne oblike ogljika ni
bila sinhronizirana z mineralizacijo nastalih moresov do CQ. Ob prehodu iz 4 °C na
28 °C se je akumulirani labilni ogljik zato ze v.l@neh oksinih razmer prvega cikla
mineraliziral in v sled&h anoksénih razmerah ni bil we dostopen za denitrifikacijo.
Dodatek rastlinskih eksudatov v tla po 12. mesetilanjevanja pri 4 °C je povafid
pospeseno denitrifikacijo.

Kljub visokemu potencialu za odstranjevanje mineggh duSika in prepfevanju
pronicanja nitratov v podtalne vode se je med dékdacijo kar 30 - 40 % nitrata
pretvorilo v NO, kar iz vidika globalnega segrevanja warda tla kot neprimerna za

A v

uporabo prtis¢enju odpadnih voda v naravnem okolju gitu).
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6.2 SUMMARY

Through the past centuries the area of Ljubljanasmavas drained for agricultural
purposes and upper peat layers were cut and usddsfil fuels. Due to drainage regular
groundwater fluctuations occur below the soil stefaausing the shifts of oxic and anoxic
conditions in upper soil layers, leading to furtragradation of the remaining peat.
Farming and fertilization threaten the sources dhking water located below the
Ljubljana marsh. Despite the partial degradatiorioofay's top layers of peat, the soil is
classified as rich organic matter soil (HistosBgsides oxic/anoxic fluctuations the soil is
also exposed to summer/winter temperature flucoati

In this doctoral dissertation we aimed to determthe influence of household wastewater
point pollution onin situ spatial variability of microbial activity and treundance across
the vertical profile of this soil; the capabilityf apper 30-cm solil layer to convert and
remove the maximum annual application of mineratogien (170 kg N h§ during
sequential alternations of oxic and anoxic condgiqoxic/anoxic cycling) favouring
nitrification and denitrification processes; thargmarability of soil oxic/anoxic cycling to
conventional activated sludge wastewater treatmlamts; and the effect of cold storage at
4 °C on soil microbial activities.

At the Ljubljana marsh experimental field in Pogkf@omisSelj) denitrification enzyme
activity (DEA) and the most probable number (MPN)denirifiers were analysed in
vertical profiles of Location 1 (intact) and 25 ristdnt Location 2 (point polluted site).
Three separate vertical profiles were collectegbat location (1a, 1b, 1c, 2a, 2b and 2c) at
six depths (0-10, 10-20, 20-40, 40-60, 60-80 and@Dcm) in order to get the insight into
the spatial variability of general microbial activand biomass that is roughly correlated to
DEA and MPN of denitrifiers, respectively. Separaampling was performed for
microcosm studies. Soil cores (2r=7cm) of 0-eB80 depths were collected,
homogenized and stored at 4 °C. The effect of teatpee on the nitrogen transformation
rates was determined in freshly sampled soil mmsots at two temperatures (4 °C and
28 °C). The temperature coefficientsoCallowed the approximation of the microbial
processes rates to the average annual temperdtl@e-0l2 °C. After 6 months of storage
at 4 °C the soil was subjected to three sequemtialanoxic cycles each consisting of oxic
phase of 8 — 11 days and an anoxic phase of 21day*8 Ammonium that was added to
soil at the beginning of each cycle was nitrifidHg" — NO,” — NOs) to nitrate in oxic
phases and the nitrate was removed from soil imfaf nitrogen gasses through
denitrification (NQ — NO, — NO — N,O — Ny) in anoxic phases of cycles. The same
experiment was repeated with samples stored fondizhs at 4 °C to examine the effect
of soil storage at low temperatures on microbiévdes.

The highest DEA was observed in the top (0 - 10 soil)layer and the lowest DEA at the
depths of regular water table fluctuations (20 €40). However, the average DEA above
and below the groundwater table was ranging betvidein 25 pug MO - N g's ht. There
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were no significant differences in the abundancel@iitrifiers (MPN) across the soil
layers of 0 — 1 m vertical profile.

Comparing to conventional activated sludge systahes,use of Ljubljana marsh soil in
wastewater treatment was advantageous due to htginexchange and buffer capacities
of this soil. Ammonia was adsorbed and nitrifiedather than volatilized
(NH3/ NH4" < 2 %). Soil pH was ranging between pH 6 — 8 dngbbptimal microbial
activities even after accumulation of high amouwlfs nitrate preventing the soil
acidification.

Upper soil layer of 0 — 30 cm depth was exposethtee sequential oxic/anoxic cycles
composed of 8 — 10 days oxic followed by 21 — 2@sdaf anoxic conditions at 28 °C. The
0—30cm soil layer removed at least 1300 pg'N gvhich is equal to hypothetical
application of 2600 kg N Faand more than 10 times higher than maximum allowed
mineral nitrogen application of 170 kg N"ha'he same amount of mineral nitrogen would
be removed by the 30-cm soil layer at average drtenaperatures (10 — 12 °C) in one
year. Sequential oxic/anoxic cycles did not affélce rates of nitrification, while
denitrification as well as carbon mineralizatiotesadecreased linearly with the number of
cycles suggesting the lack of easy degradable&bilailabile organic carbon after multiple
oxic/anoxic cycles.

In the first oxic/anoxic cycle after the storagesofl at 4 °C for 12 months denitrification
terminated, while nitrification rate was similar tioat of fresh soil. After the shift from
4 °C to 28 °C the oxic COproduction of 12 months stored soil was 12-timéeghér
comparing to that of fresh soil. It was also nalite fresh soil samples that the pattern of
carbon mineralization was different at 4 °C as caragd to 28 °C. Carbon mineralization
was limited by mineral nitrogen at 4 °C, but noR2&t°C. The data suggest desynchronized
degradation of polymeric organic substances anthdumineralization to C&during the
soil storage at 4 °C. At the shift to 28 °C theuwanalated labile organic carbon was readily
mineralized in the first 10 days of oxic incubatiddue to oxic mineralization organic
carbon was no more available for denitrifcation thee following anoxic phase of
oxic/anoxic cycle. Nevertheless, denitrificatioropeeded efficiently in 12 months stored
soil, after the addition of synthetic plant exudate

Despite high potential for mineral nitrogen removaleventing nitrate leaching to
groundwater, 30 —40 % of nitrate was converted gteenhouse gas -0 during
denitrification, indicating this soil as not apprape for wastewater treatment use in its
natural habitatig situ).
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Pred pionirsko zastavo obljubljam, da se bom maoljin vztrajno dil. S svojim znanjem

in pridnostjo Zelim zdaj in ko odrastem koristiiog domovini in vsem njenim delavnim
ljudem. Obljubljam, da bom zvest tovariS in doblewvek. Vse moje delo in ravhanje naj
pokaZzeta, da sem vreden otrok svojega ljudstvadedenclan velike druzine narodov, ki

hocejo po poti napredka, pravice in mirdgstna pionirska, 1987).

ZAHVALJUJEM SE:

- InesMandié¢é-Mulec za ustvarjalno sodelovanje in kétio so@anje pri reSevanju problemov, da me je
sprejela na Katedro za mikrobiologijo in mi omégta redno zaposlitev ter nabiranje izkuSenj v
sodelovanju s Centrom oditiosti Okoljske tehnologijeCistilno napravo Domzale-Kamnik, InStitutom
Jozef-Stefan, projektom Metaexplore in programskapsio Mikrobiologija in biotehnologija Zivil in
okolja pod vodstvomPetra Rasporja, ki je krila materialne stroSke eksperimentov ipis@&e treh
konferenc z mednarodno udelezbo; COST Action 856b{Jana, Slovenija), 4. kongres Slovenskega
MikrobioloSkega DruStva (Portoroz, Slovenija), Aetied Sludge Population Dynamics 5 (Aalborg,
Danska) ter Ecology of Soil Microorganisms 201 lagir,Ceska).

- Blazu Stresu za vpeljevanje v mikrokozmos zglednega znanstversgja, zasnovanja kontroliranih
eksperimentov in primernih metodologij (SIR, NEAEBR, MPN, T-RFLP), statisthih analiz in
interpretacij rezultatov ter za pozrtvovalnost posredovanju literature, znanja, idej — tudi obrploz
nocnih razpravah.

- Simoni Leskovec* za deljenje bogatih izkuSenj pri premiSljenem ekspentiranju in optimizaciji
analitskih metod, pripravi gogSin raztopin, zagotavljanju vseh potrebnih matesialmeritvah z
AutoAnalayzer-jem in posredovanju elektronskih gnji

- TjaSi Danewi¢ za zanesljivo in odgovorno pokhopri plinski kromatografiji, NanoDrop-u in
PlateReader-ju ter Zelezne Zivce pri reSevanju etibStsplosnih, tehnoloskih, danalniskih in
birokratskih zagat.

- Janezu Hacinuy s katerim sva prebrodila, povZda in prediskutirala Ljubljansko barje po dolgem i
pocez, vmes pa ob dobri glasbi, kapljiggvagic¢ih in tobaku potovala na Mars in nazaj.

- Polonci Stefan&* za koristne razprave in konstruktivno pammwi gojitvenih tehnikah, izolacijah DNA,
PCR reakcijah, gelski elektroforezi in varnosti pielu ter za nesebio posredovanje informacij,
posojanje sevov, tanalnika, epic, tipsov...

- Barbari Kraigher za 16SrRNA inamaA sodelovanje v laboratoriju lll, ki traja vse odldjega leta
2007, ko sva se za(je)bavala s T-RFLP-ji in klonsKinjiznicami.

- Vesni Jermanza uvod v sekvenciranje DNA, prijetne pogovoreefo uporabno literaturo.

- Speli Hofferle za zanimive poljudne in znanstvene debate o ztdatiti tal in znanosti kot taki ter
konkretno obvladovanje molekularnih metod za pesanje nitrifikatorjev v tleh in vpeljevanje v
DGGE in RT-PCR.

- Tini Ivan &¢& in Mihu Crnigoju za barvito pisarnisko Zivljenje INejcu Stari¢u za druZbo v laboratoriju
in na jadranjih.

- *Simoni in Polonci za prijateljstvo in motivacijo ob dopoldanskih kly s katerimi smo si polep3ali
dneve.

- Luéki Kajfez-Bogataj, Ines Mandi¢-Mulec, Marini Pintar , Gregorju Anderluhu, Franciju Avscu, Andreju Blejcu, Janezu
Hacinu in Davidu Stoparju za posredovanje znanja na podiplomskem Studijes Mandi¢-Mulec, Nives Ogrinc, Roku
Miheli¢u, Karmen Stopar in Petru Palu za popravke doktorske disertacijéesni JeSe-Jane#i za vso organizacijo skozi
podiplomski Studij.



Pal L.Cistilna sposobnost tal Ljubljanskega barja za etgavanje mineralnih oblik dugika.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2011

Dajemcastno pionirsko vsem
- Postenim,

- Iskrenim,

- Olikanim,

- Neustrasnim,

- lznajdljivim in

- Radodarnim

- svojim najblizjim:
0 Aniti Legan, ki mi vedno stoji ob strani in skrbi, da namagpo;

0 Tonéki, Petru in Evi Pal za vsa sobotna kosila in druzinske izlete ter tnora
in finantno podporo \asu Studija in brezposelnosti;

o Ani in Francu Bolha, Zvonki in lvanu Palu;

o Jelki Legan, Ivu Ivacdi¢u in Asji Legan za prijaznost in gostoljublje ob
nedeljskih kosilih.

- prijateliem,

- tetam, stricem, bratrancem in sestriécnam.
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