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KEMIJSKI I MIKROBIOLOSKI EFEKTI ZRACENJA
HUMUSNOG SUPSTRATA GAMA ZRAKAMA

CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL EFFECTS OF GAMMA
IRRADIATION ON IIUMUS SOIL

B. Dugonijié, 1. Pavlovié, L. Coga i S. Pepeljnjak

SAZETAK

Humusom bogat supstrat je podvrgnut Sirokom rasponu doza zraCenja od 1 do 64
kGy gama zraka na panoramskom izvoru ®°Co. Izvriene su kemijske i mikrobioloske
analize zratenih uzoraka i kontrolnog uzorka u cilju odredivanja posljedica djelova-
nja zra¢enja. Posebno su usporedeni podaci o promjenama nitratnog i amonijacnog
dugika u vodenom ekstraktu j ukupnog dusika u suhoj tvari. Na osnovi primijecenih
promjena raspravl]a se 0 mogucim efektima primjene gama zraéen]a u sterilizaciji
supstrata za uzgoj nekih poljoprivrednih kultura. NaglaSena je potencijalna vrijed-
nost ove metode sterilizacije u suzbijanju gljivicnih bolesti mladih biljaka, dok se
hranidbeni efekti svode na izvjesnu promjenu odnosa vrsta duSika i hranidbenog
efekta organske tvari koja potjece iz uniStenih mikroorganizama.

UvOD

Svestrana istraZivanja djelovanja ionizacijskih zraCenja na razli¢ite materijale i
biolo3ke sustave (Bozzini, A., 1991, Miller, A. Chadwick, K. H. i Nam, J. W., 1982)
dovela su i do primjene zradenja u ekoloskim sustavima, osobito do zralenja
kanalizacijskog mulja i otpadnih voda. ,

Kanalizacijski mulj se ozracuje visokim dozama zralenja na izvorima 0¢o, 137cs
ili akceleratorima elektrona velike snage. Ve¢ postoje industrijska postrojenja podig-
nuta u tu svrhu u razvijenim zemljama (Kanada, USA, Japan, Njemacka) a u nekima
se intenzivno istraZuje na tom polju. Kapaciteti postojecih postrojenja su veliki, od
50 do 150 tona dnevno (Machi, S. 1982.).

Osnovni cnl] ozracivanja kanalizacijskog mulja je uniStavanje patogenih mikroor-
ganizama prije kompostiranja koje se provodi pomocu zasijanih humifikacijskih
bakterija. Intenzivno zra¢enje mulja ne utjec na proces kompostiranja (Machi, S.
1982, Sivinski, J. S. 1982). Konacan proizvod postupka kompostiranja treba biti
prihvatljiv i zdravstveno bezopasan za upotrebu u poljoprivredi kao visoko vrijedno
organsko gnojivo. :

333



B. Dugonjié, I. Pavlovié, L. Coga i S. Pepeljnjak: Kemijski i mikrobioloski efekti zradenja humusnog
supstrata gama zrakama

Prilikom sterilizacije zraCenjem uniStavaju se i fitopatogene gljive koje su Cesti uzrok
polijeganja i propadanja nasada (Radman, Lj. i Batinica, J. 1982) pa na taj naCin uzrokuju
smanjenije uroda. Cinjenica da doze od 5 - 25 kGy (0,5 - 2.5 Mrad) uni§tavaju spomenute
gljivice ¢ini metodu dezinfekcije supstrata zralenjem pogodnom i za obradu supstrata za
sijanje i uzgoj presadnica u povrcarstvu, Sumarstvu i cvjecarstvu.

Svakako da bi sterilizacija zemlje za uzgoj industrijskog bilja do punog zrenja
Zeljenog uroda bila tehniCki i ekonomski neopravdana. Uostalom, najosjetljiviji
period u razvoju biljaka je upravo vrijeme do razvoja viSe pravih listova i ojaCanog
korijenovog sustava, tj. do stadija presadnje. Ova metoda sterilizacije supstrata je
prihvatljiva samo za uzgoj sadnica skupocjenih i osjetljivih vrsta koje se teSko uzgajaju
u uobicajenim uvjetima. 5

Nasi eksperimenti s ozraCivanjem supstrata (Dugonji¢, B. i Coga, L., 1992) su
pokazali da biljke u zraCenom supstratu pokazuju bolji porast, 0osobito u humusom
bogatom supstratu. Uz pretpostavku bioloskog uniStenja prisutnih Zivih stanica
eventualno prisutne flore i faune, ofekivao se bolji porast zbog prisustva mrtve
organske tvari u kojoj su dusikovi spojevi u pogodnom obliku za koriStenje biljkama
(Ani¢, 1., 1973. %, Anié, 1., 1973.%), Beevers, L., 1976., Haynes, R. J., 1986., Durman,
P., Custi¢, M., 1988., Roorda van Eysinga, J. P. N. L., 1984., Voogt, W., Sonneveld,
C., 1984., Custi¢, M. 1989.) Da bi se pretpostavka provjerila izvrena su istraZivanja
opisana u ovom radu.

MATERIJUAL IMETODE

U pokusima je primijenjen supstrat slijedeceg sastava: neutralni treset iz okolice
Pitomace 69 %, humus kalifornijskih glista ( iz stajnjaka goveda) 20 %, sitni pijesak
iz Drave 10 %, kalcit u prahu 1 %. Homogenizirana smjesa s oko 55 % vlage je strojno
presana u blokove od 4 x 4 cm, koji su pakirani u jednom sloju u kartonske kutije
obloZene polietilenskom folijom radi o¢uvanja vlaznosti i ¢istoe. U svakoj su se kutiji
nalazila po 24 bloka.

Kutije s blokovima su zraene na panoramskom izvoru %9Co uz brzinu doze 0d 8.0
Gy/min. Da bi se osigurala jednoli¢nost zraenja, unato¢ tankom sloju materijala,
kuti(!e su zraCene prvo s jedne strane polovicom potrebne doze, a zatim okretane za
180" i zraCene drugom polovicom doze. Poslije izvr$enog ozraivanja uzeti su
prosjecni uzorci iz svih kutija i kontrolne nezralene kutije te izvrSena kemijska i
mikrobioloska analiza. U tijeku kemijske analize primijenjene su metode kako slijedi

(Jeleni¢, ., DZzami¢, R. 1984). i

KEMIJSKE ANALIZE

Izvriena je ekstrakcija u vodi topivih komponenti na slijede¢i nalin: odmjeren je
jedan volumni dio supstrata i preliven dvostrukim volumnim dijelom deionizirane
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vode, te muékano 1 sat na rotacionoj muckalici. Nakon muckanja, suspenzija je
filtrirana kroz filter papir ,,plava traka” kako bi se dobio bistri filtrat koji se dalje
podvrgava analitickom postupku.

Odredivanje Klora: Primijenjena je metoda po Mohru: u neutralnoj odn. slabo
alkalnoj se sredini titracijom sa srebro-nitratom taloZi srebro-klorid u prisutnosti
iona kromata. Kraj titracije se vidi po nastajanju Zutog srebro-kromata.

Kalcij je odredivan kompleksometrijski titracijom s versenatom (etilendiamino-
-tetraoctenom Kiselinom) uz indikator calcein u alkalnom mediju ( uz kalij-hidrok-
sid) do pojave ruZicaste boje.

Magnezij je odredivan takoder kompleksometrijski i to odredivanjem sume kal-
cija i magnezija uz eriochrom-black-T indikator. Od sume se odbija prije odredena
vrijednost za kalcij i dobije koli¢ina magnezija.

Natrij i kalij su odredivani metodom plamene fotometrije uz upotrebu stan-
dardnih otopina kalija i natrija poznatih koncentracija.

Specifi¢na vodljivost (E.C.) je odredivana na mikroprocesorskom konduktometru
"ISKRA". Dobivene vrijednosti govore o kolifini topivih soli (elektrolita) u
mjerenom vlaznom supstratu ili u njegovoj suspenziji (ili njegovom ekstraktu).

Fosfor je odredivan spektrofotometrijskom metodom na Pye Unicam UV/VIS
spektrofotometru. Fosfati daju s fotorexom i amonij-molibdatom plavu boju koja se
mjeri na 620 nm. Dobivene ekstinkcije se usporeduju s rezultatima usporednog
mjerenja otopina poznate koncentracije.

Nitratni dusik se odreduje kolorimetrijskom metodom koja se osniva na sposob-
nosti nitratnih iona da s fenol-disulfonskom kiselinom daju trinitrofenol koji s
amonijakom daje Zutu boju. Mjerenje se vrsi na valnoj duZini od 436 nm.

Odredivanje amonija¢nog dusika je vrSeno spektrofotometrijskom metodom
mjerenjem ekstinkcije Zuto obojenog spoja koji nastaje kvantitativno iz prisutnog
amonijaka i dodanog Nesslerovog reagensa.

Ukupni dusik u suhoj tvari je odredivan po metodi Kjeldahla: 1 g suhog supstrata
se spaljuje mokrim postupkom s koncentriranom sumpornom Kiselinom uz dodatak
selenske smjese kao katalizatora i vodik-peroksida kao oksidansa. Nakon spaljivanja,
iz nastalog amonij-sulfata zaluZivanjem se oslobada amonijak koji se destilira na
TECATOR destilacijskom aparatu. Titracijom s NaOH se utvrduje koliina

gmonijaka.

MIKROBIOLOSKE ANALIZE

Mikrobiolosko odredivanje broja preZivjelih bakterija i plijesni u uzorcima
supstrata prije i poslije zralenja, provedeno je nasadivanjem uzoraka metodom
razrjedenja na Muller-Hinton agaru za bakterije i Sabouraud agaru za plijesni.
Analize su provedene prema uobi¢ajenim mikrobioloskim metodama (Durakovi¢,
1991., Pepeljnjak, 1985.).
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REZULTATI 1 DISKUSIJA

Tablica 1 Rezultati kemijske analize ekstrakta uzoraka supstrata (1:2 vol.)
Table 1 Results of chemical analisys of the extract of soil probe (1:2 vol.)
Doza zralenja (kGy) - Irradiation dose (kGy)
0 1 2 4 8 16 32 64
Suha tv % 44.5 46.0 448 44.6 44.9 44.1 43.9 45.1
pH 1.7 7.7 774 7.7 1.1 7.7 1.7 00
E.C. 1.29 1.44 1.53 1.62 1.48 1.44 1.25 1.52
Soli % 0.17 0.18 0.20 0.21 0.19 0.18 0.16 0.19
NO3-Nm.e. / 4.48 6.75 6.55 6.74 5.75 3.10 1.79 1.86
NH4-Nm.e. /1 0.20 0.36 0.59 0.61 0.76 1.17 1.11 1.43
N uk. % s. tv. 1.49 1.44 1.40 1.20 1.25 1.32 1.47 1.29
Km.e. /l 4.15 5.23 4.62 5.02 4.62 4.87 4.33 4.87
Nam.e./l 1.43 1.87 1.61 1.78 1.70 1.70 1.52 1.70
| Mgm.e. /l 3.00 2.60 3.20 3.40 3.00 2.60 2.60 2.60
Cam.e. /Nl 5.80 7.60 6.60 6.72 6.20 5.80 5.40 6.80
Clm.e. / 2.52 2.86 2.80 2.80 2.60 3.00 2.80 3.10
P mg/l 2.87 2.87 2.70 3.04 3.48 3.57 3.57 4.09

Rezultati analize sadrZaja duSika u supstratu:

Tablica 2 Dusik u ekstraktu supstrata nakon zra¢enja
Table 2 Nitrogen in soil extract after irradiation
Uzorak Probe :_:23” Nm!-:le.“if Ulkupno hja.l_!:.-{;l“ s
Kontrola 0 kGy 4.48 0.20 4.68
1 kGy 6.75 0.36 7.11
2kGy 6.55 0.59 7.14
4 kGy 6.74 0.61 7.35
8 kGy , 5.75 0.76 6.51
16 kGy j 3.10 . 1.17 4.27
32 kGy 1.79 1.11 2.90
64 kGy 1.86 - 1.43 3.29 -
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Graf 1 Promjene koncentracije nitratnog i amonija¢nog dusika u supstratu u
ovisnosti 0 dozi zralenja.
Graph 1 Change of nitrate and ammonium nitrogen in soil upon radiation
dose.

Na tablici 2 i grafu vidi se da se u toku zradenja i neposredno nakon njega mijenja
sadrZaj dusika koli¢inski i kvalitativno. Primjec€uje se pad koncentracije nitrata, §to
se moZe objasniti nastajanjem slobodnih radikala (i aktiviranih molekula) u supstratu
koji djeluju reduktivno na nitrat i proizvode njegove radiolize reduciraju¢i ih sve do
elementarnog dusika. Ovaj se gubi u atmosferu, $to moZe objasniti smanjenje ukup-
nog sadrZaja duSika u vodenom ekstraktu.
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Graf 2 Promjene koncentracije ukupnog dusika u suhoj tvari supstrata u
ovisnosti 0 dozi gama zralenja.
Graph 2 Changes of the total concentration of nitrogen in dry matter depend-

ing on gamma irradiation dose.
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Sdrugestrane, povecava se koncentracija amonijaénog dusika. Ovo je za oCekivati.
Amidni dusik nastaje kao proizvod raspada Zive tvari, tkiva mikroorganizama koji su
uniSteni velikim dozama zralenja. Proteinski dio tkiva mrtvih stanica je materijal od
kojeg izmedu ostalog nastaje i amonijak. Povecanje koli¢ine fosfora od cca 1 mg /1 u
vodenom ekstraktu koje se moZe primijetiti na tablici 1 vjerojatno potjece takoder iz
raspadnutog tkiva mrtvih mikroorganizama, $to treba ispitati posebno planiranim
pokusima.

Iz podataka na Tablici 11 njihovog grafickog prikaza na Grafu 2, vidise da zralenje
ne uzrokuje znatnije promjene u ukupnom sadrZaju dusika u suhoj tvari ispitivanog
supstrata. Male razlike vrijednosti koncentracije ukupnog dusika su reda veliCine
greske mjerenja primijenjene analiticke metode.

Tablica 3 Rezultati mikrobioloskih ispitivanja:
Table 3 Results of microbiological investigation:
Bakteriolo3ka pretraga Mikolo3ka pretraga
Uzorak Probe Bacterial investigation Micological investigation
. Bujon IZ Broj klica IK Vrste plijesni
+++ 760 000 000 +++++ Fusarium
Kontrola O kGy Penicillium
Rhizopus
1 KGy +++ 20 000 000 +++++ Fusarium
Rhizopus
2 kGy +++ 50 000 000 +++++ Fusarium
4 kGy +++ 32 000 000 +++++ Fusarium
8 kGy + 300 000 +++++ Fusarium
16 kGy + 500 000 g -
32 kGy - - - -
64 kGy = . - .

Legenda uz tablicu 3:
IZ = intenzitet zamucenja bujona, maksimalno 3+, za bistar bujon -.
IK = intenzitet kontaminacije plijesnima, maksimalno 5+.

Od promatranih plijesni, najosjetljivije na zraenje su vrste Penicillium dok
Fusarium pokazuje visoku rezistentnost do doze preko 8 kGy. Kod doza vecih od 16
kGy plijesni su potpuno eliminirane iz supstrata, pa se te doze mogu smatrati dozama
za sterilizaciju supstrata s obzirom na uzro¢nike gljivi¢nih bolesti. Radi bolje pregled-
nosti rezultati su prikazani i grafi¢ki na grafovima 3 i 4.
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Graf 3 Promjene intenziteta mikolo$ke kontaminacije supstrata pri raznim
dozama gama zralenja.
Graph 3 Changes of intensity of micological contamination upon different ir-
radiation doses.
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Graf 4 Promjene populacije bakterija u supstratu pri raznim dozama gama
zraCenja (zvjezdica predstavlja vrijednost mjerenja koja je statisti¢ki
neprihvatljiva). -
Graph 4 Changes of the bacterial population upon different irradiation doses
(asterisk shows statistical bad value).

Krivulja dobivena na grafu 4 pokazuje vrlo dobro slaganje s tipinom krivuljom
prezivljavanja stanica (Jarmonenko, S. P. 1988.).
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ZAKLIUCCI

1. Promjene u sadrZaju i obliku dusika u supstratu, tj. smanjenje nitratnog oblika
i odredeno pove€anje amonijalnog ne moZe samo po sebi imati toliko izraZeno
povecanje u rastu kakvo je primije¢eno u nasim prethodnim pokusima (Dugonjic, B.
i Coga, L. 1992.).

2. Najveca vrijednost zrafenja supstrata oCituje se na uniStavanju patogene mik-
roflore (i faune). Spore plijesni vrsta Penicillium ugibaju ve¢ kod doze od 1 kGy,
Rhizopus kod 2 kGy dok vrste Fusarium preZive i dozu od 8 kGy gama zraenja. Broj
bakterija se znaajno smanjuje ve¢ kod doze od 1 kGy. Spretavanje razvoja bolesti
mladih biljaka u najosjetljivijem periodu do razvoja prvih pravih listova, kao i
omogucavanje boljeg i brZzeg razvoja korijena djeluje pozitivno i na kasniji razvoj
biljaka.

3. Neosporno je da raspadanje organske supstance nastale uslijed uniStenja
gljivica i bakterija oslobada odredene koli¢ine dusikovih spojeva, primarno amina
koji se kasnije oksidiraju u nitrite i nitrate te bivaju iskori$eni kao biljno hranjivo.

SUMMARY

The humus-rich soil mixture was irradiated with gamma-ray doses ranging from 1
to 64 kGy in panoramic cobalt-60 source. Chemical and microbiological analyses were
made of irradiated and non-irradiated soil in oredr to dermine the influence of
irradiation. Data about changes of the nitric and ammoniac nitrogen in water extract
were compared as well as total nitrogen level in dry matter. On the basis of the changes
observed, possible effects of the use of gamma irradiation in sterilization of soil
mixture for agricultural plant growth have been discussed. Potential value of this
method of sterilization in the prevention of fungal diseases of young plants has been
stressed. The feed effects are to be observed as changes of relation between the quality
of nitrogen and the feed effect of organic matter from the destroyed microorganisms.
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