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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Marija Fioli¢, naslova

VERTIKALNA OPSKRBLJENOST TLA DUSIKOM I NJEGOVO PODRIJETLO
NAKON VISEGODISNJE PRIMJENE MINERALNIH DUSICNIH GNOJIVA

Dusik je jedan od glavnih elemenata koji ima vitalnu vaznost u bioloSkom Zivotu na
Zemlji, a u prirodi se nalazi kao smjesa dvaju stabilnih izotopa N i ®N. Izotopi dusika
primjenjuju se u brojnim istrazivanjima, a omjeri ovih izotopa u biljkama i tlu koriste se pri
proucavanju tesko mjerljivih procesa unutar samog procesa kruzenja dusika.

U ovom radu, ciljevi su bili utvrditi vertikalnu opskrbljenost tla ukupnim dusikom do
80 cm dubine nakon viSegodis$nje primjene mineralnih dusi¢nih gnojiva te utvrditi varijabilnost
SN izotopa u tlu s obzirom na rastuée doze mineralne dusi¢ne gnojidbe i dubinu tla. Takoder,
utvrdila se i 8N vrijednost izotopa u primijenjenim mineralnim dusi¢nim gnojivima.
Istrazivanje se baziralo na analizi 12 uzoraka tla i 9 komercijalnih mineralnih dusi¢nih gnojiva
(urea, dvije razlicite granulacije KAN-a i Sest formulacija NPK gnojiva). Uzorci tla prikupljeni
su sa stacionarnog poljskog pokusa 2018. godine smjestenog na lokalitetu Potok nakon 22
godine primjene rastu¢ih doza navedenih dusSi¢nih mineralnih gnojiva (0, 100, 200 i 300 kg
N/ha) sa tri razli¢ite dubine (0-30, 30-50 i 50-80 cm). Metodom suhog spaljivanja odreden je
sadrzaj ukupnog dusika u arhiviranim uzorcima tla u tri ponavljanja, a EA-IRMS metodom su
odredene vrijednosti §°N izotopa u tlu i gnojivima.

Rezultati ukazuju na znacajan utjecaj gnojidbenih tretmana i dubine na varijabilnost
ukupnog dusika u tlu (0,031 % - 0,151 %) odnosno tlo je bilo siromasno do dobro opskrbljeno
ovim hranivom. Varijabilnost 81°N izotopa ovisno o rastuéim dozama dusi¢ne gnojidbe i
dubinama profila tla ukazuje na organsko podrijetlo duSika u tlu unato¢ viSegodis$njoj primjeni
mineralnih dugi¢nih gnojiva (+5,1 %o do +7,7 %o). Raspon &°N vrijednosti u primijenjenim
mineralnim dusi¢nim gnojivima iznosio je od -0,96 %o u piliranom KAN-u +3,26 %o u NPK 7-
20-30.

Kljuéne rijeci: tlo, dusik, izotopi, urea, NPK gnojiva



Summary

Of the master’s thesis — student Marija Fioli¢, entitled

VERTICAL SOIL SUPPLY OF NITROGEN AND ITS ORIGIN AFTER LONG TERM
APPLICATION OF MINERAL NITROGEN FERTILIZERS

Nitrogen is one of the main elements that have a vital importance in the biological life
on the earth and in nature nitrogen is found in the form of two stable isotopes **N and °N.
These isotopes are used in numerous studies, and the ratios of these isotopes in plants and soil
are used in the study of difficult-to-measure processes within the nitrogen cycle process.

Main objectives of these thesis were to determine the vertical supply of soil with total
nitrogen up to 80 cm deep after long term application of mineral nitrogen fertilizers and to
determine the variability of 61°N isotope in the soil with concerning the increase of mineral
nitrogen fertilizer doses and soil depth. Also, the 5!°N isotope value in the applied mineral
nitrogen fertilizers was determined. Research was based on 12 soil samples and 9 commercial
mineral nitrogen fertilizers (urea, two different LAN granulations, urea and six NPK fertilizer
formulations). Soil samples were collected from a stationary field experiment in 2018 located
at the Potok site after 22 years of application of increasing mineral nitrogen fertilizer doses (0,
100, 200 and 300 kg N/ha) on three different depths (0-30, 30-50 and 50-80 cm). Total nitrogen
in archived soil samples was determined by dry combustion method in three replicates, while
the values of *°N isotopes in soil and fertilizers were determined by the EA-IRMS method.

The results indicate a significant impact of fertilization treatments and depth on the
variability of total nitrogen in the soil (0.031% - 0.151%), the soil was poor to well supplied
with this nutrient. The variability of the *°N isotope in soil (+5.1 %o to +7.7 %o) indicates the
organic origin of nitrogen in the soil despite the long term of application of mineral nitrogen
fertilizers. The range of 3*°N values in the applied mineral nitrogen fertilizers was from -0.96
%o in piled LAN up to +3.26 %o in NPK 7-20-30.

Keywords: soil, nitrogen, isotopes, urea, NPK fertilizers



1. Uvod

Dusik je jedan od glavnih elemenata koji ima vitalnu vaznost u bioloskom zivotu na
Zemlji, a nalazi se u litosferi, atmosferi, hidrosferi i biosferi. Najvece koli¢ine prirodnog dusika
utvrdene se u litosferi, a vrijednosti variraju ovisno o pojedinim autorima. Prema Stevensonu
(1965) 98 % globalnog dusika sadrzano je u litosferi, dok je prema Burnsu i Hardyiju (1975) to
87,8 %. Takav dusik nalazi se u primarnim ili magmatskim stijenama Zemljine kore u obliku
zeljezovih i titanijevih nitrida, ostalih spojeva metala s dusikom te kao NH4" ioni u reSetkastoj
strukturi primarnih silikatnih minerala, a samo 0,2 % globalnog dusika nalazi se u sedimentnim
stijenama. lako litosfera predstavlja glavninu zaliha prirodnog dusika u biosferi, stijene vrlo
malo doprinose samom ciklusu kruzenja dusika. Atmosfera, koja sadrzi 78,1 % molekularnog
dusika, predstavlja samo 1,9 % ukupne mase dusika na Zemlji te se on vecinski nalazi u
plinovitoj formi molekularnog N2. Mala koli¢ina dusika nalazi se i u hidrosferi u obliku
otopljenog N2 u oceanima. Koncentracije amonijaka u zraku iznad mora zna¢ajno su nize od
onih u zraku iznad kopna te se povecavaju priblizavajuc¢i se kopnu Sto upucuje na to da je
amonijak u oceanskom zraku zapravo kontinentalnog podrijetla. Uz nabrojano, i pedosfera
predstavlja vazan izvor dusika na Zemlji (Sheng-xiu i sur. 2014).

Tlo je prirodni medij vazan za zivot i rast biljne vegetacije, kultiviranih biljaka i aktivnih
populacija razli¢itih mikroorganizama i1 drugih organizama koji imaju vaZan utjecaj na fizikalne
i kemijske karakteristike tla. Dusik je esencijalno hranivo za rast usjeva, a njegov nedostatak u
tlu uzrokuje ogranicenja u uzgoju bilja. U tlu se dusik nalazi u razli¢itim oblicima, anorganskim
i organskim. Amonijski (NH4") i nitratni (NO3") dusik predstavljaju glavne anorganske ili
mineralne forme duSika dostupne biljkama za direktno usvajanje. Amonijski 1 nitratni duSik
zajedno ¢ine mali dio, obi¢no predstavljaju privremeni rezervoar dusika u smislu ukupne zalihe
dusika u bilo kojem ekosustavu. Zajedno ¢ine manje od 2 % ukupnih zaliha dusika u tlu,
odnosno manje od 1 % dusika na kopnu. Organski dusik nalazi se u organskoj tvari tla. Takav
dusik u tlu uglavnom dolazi od proteina, a svi proteini u tlu pomocu proteolitickih enzima mogu
biti prevedeni u nitratni ili amonijski oblik duSika koji je tada direktno dostupan biljkama
(Sheng-xiu i sur. 2014, Nitzsche 2017).

Zbog konstantnog porasta svjetske populacije te sve manje dostupnosti obradivih
povrsina, gnojidba dusikom ima veliku ulogu u osiguravanju hrane za svjetsku populaciju. Sve
veca primjena dusi¢nih anorganskih i organskih gnojiva zajedno s dusikom iz otpadnih voda
predstavlja veliki problem u odrzavanju kvalitete podzemnih i povrsinskih voda u svijetu (Kruk
i Mayer 2015). Takoder, ljudske aktivnosti poput spaljivanja velikih koli¢ina mineralnih ulja i
ugljena kao i razvoj stocarstva doveli su do poveéanog emitiranja dusi¢nih oksida i amonijaka

u atmosferu pri ¢emu se onecisc¢uje zrak i doprinosi globalnom zatopljenju (Sheng-xiu i sur.
2014).

Dusik koji se nalazi u prirodi smjesa je dva stabilna izotopa, N i ®N. Izotop N u
prirodi je zastupljen s 99,64 % dok je izotop **N zastupljen s 0,36 % (Ryabenko 2013). Omijeri
ovih izotopa u biljkama i tlu koriste se pri proucavanju tesko mjerljivih procesa unutar samog
procesa kruzenja dusika kako bi se utvrdilo njegovo podrijetlo. Omjere spomenutih izotopa



moguce je pratiti kroz dulje vremensko razdoblje u tlu, nego §to ih je moguce pratiti u biljkama
(Craine i sur. 2015). Uz navedeno, izotopi dusika koriste se pri istrazivanju okoli$a, dijageneze
sedimenata, razli¢itih paleontoloskih i arheoloskih studija te u procesima pracenja stvaranja i
evolucije tla. Takoder, postoje i studije o njihovoj primjeni u prouc¢avanju kemije svemira te
visokotemperaturne geokemije koja podrazumijeva okoli§ Zemljinog plasta i kore (Cartigny 1
Busigny 2018).

1.1. Cilj istrazivanja

Ciljevi ovog diplomskog rada su:

1) Utvrditi vertikalnu opskrbljenost tla ukupnim duSikom do 80 cm dubine nakon viSegodisnje
primjene mineralnih dusi¢nih gnojiva.

2) Utvrditi varijabilnost & ®N izotopa u tlu (podrijetlo dusika) s obzirom na rastuée doze
mineralne dusi¢ne gnojidbe i dubinu tla.

3) Utvrditi varijabilnost § ©®N izotopa (izotopni potpis) u primijenjenim mineralnim dusi¢nim
gnojivima.



2. Pregled literature
2.1. Ukupni duSik u tlu i mineralna gnojidba

Promatranje i utvrdivanje bilance dusika u agroekosustavima pruza kvantitativni uvid u
nacine na koje dusik ulazi 1 izlazi iz tla te na njegovo zadrzavanje u tlu. Takoder na taj se nacin
utvrduje odrZivost i produktivnost same poljoprivredne proizvodnje kao i kakvocéa tla i okolisa.
Dusik se unosi u tlo mineralnim i organskim gnojivima, takoder dospijeva u tlo putem mokrih
i suhih atmosferskih depozicija, putem vode za navodnjavanje te bioloSkom fiksacijom dusika.
Nacini na koje se dusik gubi iz tla ukljucuju: uklanjanje biomase usjeva s poljoprivrednih
povrsina, denitrifikaciju, volatizaciju, povrsinsko otjecanje, eroziju te starenje biljaka (Sainju
2017).

Promatrano iz perspektive provedenih poljskih istrazivanja uvazavajuéi u obzir sve
ulaze i izlaze dusika iz agroekosustava, promjene u sadrzaju ukupnog dusika u tlu na pocetku i
Kraju istrazivanja ukazuju da li je promatrano tlo izvor dusika ili se on iz njega gubi s obzirom
na procese njegove imobilizacije i mineralizacije. Dubina uzorkovanja tla za potrebe
utvrdivanja njegovog sekvestracijskog potencijala ovisi 0 pokusnim tretmanima, tipu tla,
klimatskim uvjetima, nacinu koristenja tla i trajanju samog istrazivanja. U poljoprivrednim
sustavima sa izostavljenom obradom sekvestracija dusika se odvija u plitkom povrSinskom
dijelu, dok u konvencionalnim sustavima obrade tla u kojima se primjenjuje inkorporacija biljne
biomase u tlo dolazi do povecanja sadrzaja dusika u dubljim slojevima tla (Sainju 2017).

Dusi¢na gnojidba nezamjenjiva je agrotehnicka mjera u suvremenoj poljoprivrednoj
proizvodnji s ciljem postizanja visokih prinosa. Dusi¢no gnojivo jedini je izvor dusika koji se
primjenjuje u velikim koli¢inama za povecanje prinosa i kvalitete usjeva. Koli¢ine primijenjene
dusicne gnojidbe ovise 0 vrstama usjeva, zahtjevima usjevima za dusikom, znacajkama tla i
klimatskim uvjetima. Takoder, primijenjena koli¢ina dusSi¢nog gnojiva razlicita je i za iste
usjeve jer je uvjetovana i sortama i hibridima pojedinih usjeva, ali i zbog sadrzaja zaostalog
dusika u tlu do 60 cm dubine u vrijeme sjetve te dusi¢nog mineralizacijskog potencijala tla
tijekom vegetacije (Meisinger i Randall 1991; Sainju i sur. 2017). Uzgoj usjeva jedan je od
glavnih razloga ljudskog utjecaja na promjene globalnog ciklusa dusika. Liu i sur. (2010)
izracunali su da ukupni unos dusik godisnje iznosi 136,60 Tg od ¢ega Se gotovo polovica odnosi
na mineralnu dusi¢nu gnojidbu. Ukupno godisnje iznosenje (izlaz) dusika iz tla iznosi 148,14
Tg od se ¢ega 55 % odnosi na zetvu usjeva i Zetvene ostatke. Slika 1 na globalnoj razini
prikazuje koli¢ine dospjelog dusika u tlo, koli¢ine njegovog gubitka iz tla te bilance dusika u
obradivim povrSinama.
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Slika 1. Karta globalnog ulaza (A), izlaza (B), ravnoteZe dusika u tlu (C) i na povrsini tla (D)
Izvor: Liu i sur. (2010)

2.2. I1zotopi duSika u kopnenim ekosustavima

Prirodni izotopni potpis duSika u kopnenim ekosustavima uvjetovan je sloZenos$¢u
ciklusa dusika, njegovim brojnim transformacijama, ali i stupnjevima izotopnog frakcioniranja
(Craine i sur. 2015). Udio stabilnih izotopa dusika (**N/**N) odreduje se spektrometrijom masa
(engl. Isotope Ratio Mass Spectrometry, IRMS), a njihov se sastav izrazava kao delta (8) °N u
promilima (%o). Poznavanje razli¢itih klimatskih i bioloskih utjecaja na ciklus kruzenja dusika
u kopnenim ekosustavima vazno je za razumijevanje globalnih obrazaca u klju¢nim procesima
pojedinih ekosustava. Takoder, ®N/**N u biljkama i tlu koristi se kao neizravni pokazatelj
ciklusa dusika u okoliSu (Hoering 1955). Hoering (1955) je prvi izvijestio o izotopnom sastavu
(8'°N) pojedinih biljnih vrsta. U zobi je §°N iznosio +6,2 %o, u bijeloj djetelini -6,5 %o, a u
hrastu +0,9 %o. Takoder, navodi i vrijednosti *°N nekih komponenata Zivotinjskog podrijetla,
primjerice za kokosja jaja +5,8 %o 1 mlijeko + 5,1 %o.

Kada je rije¢ 0 izotopnom dusiku u tlu neki od ¢imbenika kojima je uvjetovan su: srednja
godisnja temperatura zraka, godiSnja koli¢ina oborine te sadrZaj gline i1 organskog ugljika u tlu
(Craine 1 sur. 2015). Bohlke 1 sur. (1993) u svojim su istrazivanjima izvijestili o izrazitim
variranjima vrijednosti 8:°N, od -20 %o do +30 %o u veéini kopnenih materijala te od -49 %o do
+102 %o u prirodnim materijalima kopnenih ekosustava. Tablica 1 prikazuje variranje §°N u
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tlima ovisno o razli¢itim na¢ina gospodarenja tlom. Vrijednosti §*°N kreéu se od -0,3 %o
uSumskim tlima Njemacke do +9,48 %o u obradivim tlima u Australiji (Nitzsche 2017; Jones i
Dalal 2017). Takoder, s pove¢anjem dubine profila tla uo¢ava se povecanje & 1°N vrijednosti.

Tablica 1. Varijabilnost §*°N vrijednosti u tlima s obzirom na njegovo koristenje

Tlo s obzirom na koristenje N (%o) Literaturni izvor
Oranica +3,7+0,3

Travnjak +2,9£0,6 Nitzsche (2017)
Suma -0,3+1,7

Prirodno tlo 0-10 cm +5,7

Prirodno tlo 10-20 cm +7,0 Cadisch i sur. (2000)
Prirodno tlo 20-30 cm +9,2

Prirodno tlo 0-60 cm +4,86 / +8,48

. Jones i Dalal (2017)
Oranica 0-60 cm +6,96 / +9,48

Na koli¢inu §!°N u kopnenim ekosustavima utjece i hranidba Zivotinja, a kada se govori
o izotopnom otisku duSika u samom tlu, veliku ulogu imaju gnojidba i stocarstvo kao
poljoprivredna aktivnost. Barros i sur. (2017) bavili su se pracenjem izotopa °N u hranidbi
mlije¢nih krava pasmine Holstein tako Sto su pratili koli¢inu izotopa u mlijeku, urinu i
fekalijama krava. Osim navedenih aktivnosti i materijala, i zrak kao jedna od glavnih sastavnica
kopnenih ekosustava ima svoj izotopni potpis. Razli€iti plinovi u atmosferi sadrze dusik (NHa,
N20, HNOs, NOx) pa tako imaju i svoj izotopni otisak preko kojeg im je moguée odrediti
njegovo podrijetlo (Cartigny i Busigny 2018).

Na koli¢inu 8*°N u biljkama u prirodi utje¢u vrsta i stupanj mikorize, oblik dusi¢nog
spoja koji je biljka usvojila te razlicite karakteristike tla koje je ponekad tesko razlikovati jednu
od druge (Klaus i sur. 2013). Promatraju¢i folijarni 8'°N, uodene razlike ovise o brojnim
¢imbenicima i izvorima dusika, bilo da potjece iz geoloskih izvora, simbiotske fiksacije ili
mikorizne simbioze. Takoder, utvrdivanjem izotopnog duSika moguce je pratiti i izgubljeni
dusik iz biljke odnosno iz ekosustava. U tablici 2 prikazane su vrijednosti 8*°N u odredenim
biljnim vrstama i variraju od -5,7 %o u granama crnogorica do +13,9 %o u lucerni (Gurmesa i
sur. 2017; Unkovich i sur. 2008). Moguénost praéenja izotopa >N u okolisu dovela je do boljeg
razumijevanja kruzenja dusika izmedu tla i biljaka (Nitzsche 2017).



Tablica 2. Varijabilnost §*°N vrijednosti u biljnom materijalu

Biljni materijal 3N (%o) Literaturni izvor
JeCam — lisce -3,840,3

Uljana repica — li§¢e -1,4+0,3

Kukuruz — lisée -2,7+£0,3 Nitzsche (2017)
Bukva -5,4+0,4

Maslac¢ak -2,7+0,3

Sjeno lucerne +1,2

Ostatci od prerade Secerne trske +4,4 Indcio i sur. (2017)
Ostatci od prerade uljane repice +5,3

Ostatci od prerade palminih sjemenki 54

Slanutak +2,8

Soja +1,7 Unkovich i sur. (2008)
Lucerna +13,9

Leca +2,0 Peoples i sur. (2002)
Listopadna Suma — lis¢e -4,0/-3,4

Listopadna Suma — grane -4,6/-4,1

Listopadna $uma — kora -28/1-24

Listopadna Suma — korijen -28/1-1,7 Gurmesa i sur. (2017)
Crnogori¢na Suma — li§¢e -5,4/-35

Crnogori¢na Suma — grane -5,7/-41

Crnogori¢na Suma — kora -4,0/-2,6

Crnogori¢na $uma — korijen -5,1/-3,6

Rajc¢ica — Konvencionalni uzgoj -0,1

Rajéica — Ekoloski uzgoj +8,1

Salata — Konvencionalni uzgoj +2,9 Bateman i sur. (2007)
Salata — Ekoloski uzgoj +7,6

Mrkva — Konvencionalni uzgoj +4,1

Mrkva — Ekoloski uzgoj +5,7

Durum pSenica — Italija -0,1/+10,6 Bontempo i sur. (2016)
Durum pSenica - Njemacka 0,0/+5,0

Paprika — list +4.7 Flores i sur. (2007)
Paprika — plod +1,2

2.3. Primjena izotopne analize u poljoprivredi

Primjena stabilnih dusikovih izotopa (**N i *N) je raznolika i mnogobrojna, no jo$
uvijek se prirodno bogatstvo dusSikovih izotopa puno manje koristi u razli¢itim istrazivanjima
fiziologije i ekologije biljaka u odnosu na neke druge izotope, primjerice izotope ugljika (*3C i
12C). Neki od razloga tome su i analiti¢ki problemi, manja frakcijska zastupljenost 1°N izotopa
u odnosu na 3C izotop u biosferi, ciklus dusika sloZeniji je od ciklusa ugljika te opéenito
smanjena sposobnost razlikovanja u prirodi.

Jedna od najc¢esce koriStenih metoda vezanih uz dusikove izotope u poljoprivredi jest
pracenje izvora dusika kojeg biljka usvaja, a takoder je moguce odrediti i podrijetlo dusika koji
se gubi u okoligu. Li i sur. (1982) su preko praéenja izotopa °N ustanovili da je ozima psenica
usvojila 75 % do 79 % dusika iz tla te samo 21 % do 26 % dusika iz primijenjenih mineralnih
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gnojiva. Omjeri stabilnih izotopa pa tako i izotopa dusika koriste se za dokazivanje autenti¢nosti
prehrambenih proizvoda u pogledu zemljopisnog podrijetla. Rummel i sur. (2010) odredili su
zemljopisno podrijetlo uzoraka soka naran¢e pomo¢u omjera stabilnih izotopa §°H, §*3C, §°N
i 534S i%7Sr/8Sr. Nadalje, Kelly i sur. (2018), dosli su do zaklju¢ka kako je odnos izotopa dusika
SN (*®N/¥N) u izoliranim proteinima meda odraz stanja tla podrucja u kojem su péele
skupljale nektar. Takoder, ovom metodom dokazuje se i botanicko podrijetlo meda jer pojedine
biljke poput bagrema 1 djeteline fiksiraju dusik iz zraka. Uz navedeno, izotopi dusika koriste se
za odredivanje izvora nitrata u podzemnim i povr§inskim vodama. Praéenjem tragova 6*°N i
58N u vodi moguée je otkriti potencijalno mijesanje podzemne vode s razli¢itim izvorima
nitrata (Tréek i Zojer, 2010).

2.4. l1zotopi dusika u mineralnim gnojivima

Mineralna gnojiva sadrZe biljna hraniva u lako dostupnim oblicima za biljke te se zbog
toga prekomjerni unos i akumulacija odvija u korijenovom sustavu, liS¢u i drugim biljnim
organima (Rembialkowska 2016). Nakon znac¢ajnog smanjenja primjene gnojiva u EU tijekom
1990-ih i 2000-ih, povezanog s reformama Zajedni¢ke poljoprivredne politike, ukupna se
primjena gnojiva stabilizirala u posljednjem desetljecu (EU Agricultural Markets Briefs 2019).
Prema podacima FAOSTAT-a (2013) u 2011. godini Republika Hrvatska se nalazila na 41.
mjestu po ukupnoj proizvodnji i 76. mjestu po potrosnji mineralnih gnojiva na svijetu.
Suvremena proizvodnja duSi¢nih mineralnih gnojiva u Hrvatskoj zapocela je pocetkom
eksploatacije prirodnoga plina na poljima Moslavine i zapadne Slavonije. Tvornica mineralnih
gnojiva Petrokemija proizvodi dusi¢na (N), dusi¢no-sumporna (NS), dusi¢no-fosforna (NP) i
dusi¢no-fosforno-kalijeva (NPK) mineralna gnojiva (Hrvatska tehni¢ka enciklopedija 2018).

Podaci o vrijednostima izotopa pojedinih kemijskih elementa u gnojivima koriste se za
utvrdivanje podrijetla primarnih sastojaka i sirovina koje se primjenjuju u njihovoj proizvodnji.
Takoder su korisni su i za usporedbu izotopnog potpisa gnojiva s prirodnim vrijednostima i
drugim antropogenim onecis¢iva¢ima te za procjenu onecisCenosti samih gnojiva. Vecina
studija o 8°N usmjerena je na determinaciju izvora one¢is¢enja nitratima kao i detaljnijim
istrazivanjima stanja okoli$a (Vitoria i sur. 2004). 1zotopni potpis dusi¢nih gnojiva uvjetovan
je podrijetlom samog gnojiva. §*°N organskog dusika u tlu kreée se u rasponu od +4 %o do +9
%o (Heaton, 1986), a razli¢itih formulacija mineralnih dusi¢nih gnojiva od -1,7 %o do +3,9 %o
(Vitoria i sur., 2004). Vitoria i sur. (2004) navode da se 8'°N vrijednosti u 27 komercijalnih
mineralnih dugiénih gnojiva u Spanjolskoj kreéu u rasponu od —1,7 %. (NPK 15-15-15) do +3,9
%0 u Ca(NOs3)2. Smatra se da je takav potpis mineralnih gnojiva uvjetovan njihovom
proizvodnjom i Haber-Boschovim postupkom koji ukljucuje fiksaciju atmosferskog N, pa
gnojiva poput uree, NHsNOs i KNOs, odrazavaju njihov atmosferski izvor (Kendall i Aravena,
2000). Dodatno je iz tablice 3, vidljivo da se u pojedina mineralnim gnojivima izotopni potpis



Tablica 3. Varijabilnost §*°N vrijednosti u mineralnim gnojivima

Vrsta gnojiva Raspon 85N (%o) Literaturni izvor
NH4NO3 -0,7
NHNOs *¥2,5 Vitoria i sur. (2004)
Urea -1,1
Cﬁ(NOs)z +3,9
Mineralno gnojivo +2,45+0,23 Rapisarda i sur. (2010)
Mineralno gnojivo -0,5 Kruk i Mayer (2015)
Mineralno gnojivo -3,9/+5,7 Chalk (2018)
KNO; +123 Flores i sur. (2007)
Ca(NOs3)2 -1,72

2.5. Izotopi u ciklusu duSika

Dusik je najmobilniji element u okoliSu te je zbog svojih specificnih kemijskih
svojstava vrlo podloZzan procesima transformacije odnosno prelasku iz jednog oblika u drugi.
Dusik neprestano kruzi izmedu atmosfere, tla i zivih organizama (Galloway i sur. 1995).
Kruzenje dusika u prirodi mozemo podijeliti na nekoliko odvojenih procesa koji su medusobno
povezani u ciklus. Osnova ciklusa kruzenja dusika u prirodi je njegov prijelaz iz anorganskih
spojeva u organske spojeve i obratno. U istrazivanju ciklusa dusika naj¢esce se koristi metoda
praéenja izotopa °N. Ova metoda omoguéuje praéenje pretvorbe jednog oblika dusika u drugi,
odnosno pracenje pojedinacnih pretvorbi duSi¢nih oblika, kao 1 simultanih pretvorbi u ciklusu
dusika (Sharp, 2017).

Robinson (2001) navodi kako postoji vise nacina primjene metode koja ukljucuje izotop
5N. Taj je izotop prisutan u prirodi i s obzirom na to, koristi se pri prou¢avanju kruZenja dusika
u ekosustavima travnjaka tijekom godine, zatim kruzenja dusika u porjec¢jima te pri pra¢enju
biljnog usvajanja organskog dusika. Postoji i metoda obogaéivanja s izotopom °N koja se
primjenjuje kod procjene fiksacije N2 u ekoloski jednostavnijim sustavima, pri praéenju
prodora onecis¢ivaca u hranidbeni lanac te pracenju vegetacijskog usvajanja NHs.

Ciklus dusika sastoji se od viSe procesa: fiksacija N2, nitrifikacija, denitrifikacija,
mineralizacija i amonifikacija (slika 2). Veliki broj biljnih vrsta ne moze usvojiti atmosferski
dusik, nego usvajaju dusik iz tla u obliku NH4" i NOs™ iona. One biljne vrste koje mogu usvojiti
atmosferski duSik imaju sposobnost fiksacije N2 (Sharp 2017). DuSik egzistira u vise
oksidacijskih stanja, od -3 (NHs") do +5 (NOsz") (Hanrahan i Chan, 2005), a najveca koli¢ina
dusSika u prirodi prisutna je u atmosferskom obliku ¢iji je oksidacijski broj nula (Howarth 2009).
Dusik u tlu uglavnom je prisutan u organskom obliku te procesom mineralizacije prelazi u
anorganske oblike neophodne za ishranu bilja. U mineralizaciji sudjeluju heterotrofne bakterije
koje provode razgradnju organske tvari. Nakon mineralizacije organskog dusSika, slijedi
amonifikacija. DuSik se u tkivima i izlu¢evinama zivih organizama nalazi u organskom obliku,
poput aminokiselina i DNK. U procesu amonifikacije sudjeluju razli¢iti mikroorganizmi, gljive
1 bakterije, koji razgraduju navedena tkiva i otpustaju anorganski dusik natrag u ekosustav u
obliku amonijaka koji postaje dostupan biljkama za rast i razvoj (Bernhard 2010).



Frakcioniranje povezano s razlaganjem organske tvari do amonijevih iona u tlu je malo
te iznosi & = 0+l %o. Nitrifikacija je oksidacija amonijaka u NOs pod djelovanjem
nitrificiraju¢ih organizama (primjerice kemotrofnih bakterija). Sastoji se od dvije faze,
nitritacije i nitratacije, pri ¢emu u prvoj djeluju bakterije roda Nitrosomonas pretvaraju¢i NH4"
u NOz2", a zatim bakterije roda Nitrobacter pretvaraju¢i NO2" u NOs". Dosada$nje procjene za
frakcioniranje od amonijaka do nitrita u fazi nitritacije ukazuju na raspon od -18 do -29 %o, a
nitriti imaju nize §*°N vrijednosti u odnosu na ishodi$ni amonijak. S druge strane, frakcioniranje
1zotopa dusika ne moZe se povezati s nitratacijom jer se prilikom navedenog procesa sav nitrit
pretvara u nitrate (Sharp, 2017).

N, fixation denitrificetion
(0,7 %)

/ assimilation
(immobilization) ( 4010
(terrestrial =16 10 +1%0 s "-»b
aguatie: <27 to 0%0)
mueralizatton 2 3 “’ o 29 % ’U"" ification
l T (ammonification) amm()mum nitrific mmn\
(~0 %) INFR - reozeossmamtstoess 0 %)

Slika 2. Ciklus dusika s izotopnim potpisom
Izvor: Sharp (2017)
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Izvori kisika za proces nitrifikacije su H20 i O2. U navedenom procesu se otpusta
energija koju zatim organizmi koriste kao izvor energije. Tipi¢an redoslijed reakcija prema
Kaplanu (1983) je:

NH3s +3/2 O2 — HNO2 +H20

KNO2 + %2 O2 — KNOs3

Denitrifikacija je proces redukcije nitrata do elementarnog dusika (N2) djelovanjem
anaerobnih bakterija te nekih gljiva i1 aerobnih bakterija. Takoder, prati razgradnju organske
tvari, primjerice glukoze:

5 CsH1206 + 24 NO3™ + 24 H" — 30 CO2 + 42 H20 + 12 N2(9)
Proces denitrifikacije naj¢esce se zbiva u dubljim slojevima tla ili u slabo prozracnim tlima gdje
je koncentracija O2 niska. N2 dobiven u procesu denitrifikacije odlazi u atmosferu te biva
ponovno podvrgnut procesu bioloske fiksacije dusika ¢ija reakcija glasi:

N2 (g) + 3 H20 (g) Litresenazey, 2 NH; (g) + 3/2 O2 (g)

Prema rezultatima laboratorijskih istrazivanja, & **N plinoviti N2 - otopleni nitrati 1ZN0Si -17 do -
20 %o (Sharp, 2017). Frakcionirani izotopi dusika utvrdeni u stvarnim uzorcima tla sa poljskih
pokusa ¢esto su nizih vrijednosti te iznose izmedu -12 i -14 %o (Blackmer i Bremner, 1977).
Mariotti i sur. (1982) utvrdili su frakcioniranje & >N n,0 - no2 U rasponu od -11 do -33 %e.



Gubitkom plinovitog N2 kao produkta denitrifikacije, dolazi do pove¢anja 8°N vrijednosti
preostalog nitrata (Sharp, 2017).

Fiksacija dusika podrazumijeva vezanje elementarnog odnosno molekularnog dusika
(N2) iz atmosfere u spojeve koji su onda raspolozivi mikroorganizmima i biljkama da ih
iskoriste za svoje potrebe. Procesi fiksacije dusika omogucuju razdvajanje 6 dusikovih atoma
iz molekule kako bi se oni mogli kemijski vezati s drugim elementima i pri tome stvoriti nove
spojeve. Fiksacija atmosferskog dusika ima veliki znacaj za poljoprivrednu proizvodnju,
naro€ito u podru¢jima s niskom plodnoscu tla. To je energetski zahtjevan proces koji moze
provoditi samo odredena grupa mikroorganizama. Fiksacija dusSika moze biti simbiotska,
asimbiotska i asocijativna. Fiksatori dusika imaju enzimatski sustav nitrogenazu koja katalizira
redukciju N2 do NHs (Bernhard 2010). Frakcioniranje izotopa dusSika povezanih s procesom
fiksacije dusika opéenito je malo. Prema Hoeringu i Fordu (1960), izmjerene vrijednosti (6*°N
fiksirani dusik - O°N zrak) kreéu se u rasponu od -2,2 do +3,7 %o te navode da prosje¢no frakcioniranje
izmedu atmosferskog N2 1 duSika fiksiranog u organsku tvar iznosi otprilike 0 %o.
Frakcioniranje izotopa duSika u procesu fiksacije duSika prema Fogelu 1 Cifuentesu (1993)
iznosi od -3 do +1 %o.
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3. Materijali i metode
3.1. Metodologija istrazivanja — tlo i gnojiva

Kako bi se utvrdili ciljevi ovog rada, iz arhive tla Zavoda za opéu proizvodnju bilja
Agronomskog fakulteta izdvojeno je 12 uzoraka tla sa lokaliteta Potok. Navedeni uzorci se
odnose na stacionarni poljski pokus u sklopu visegodisnjeg (od 1996.) znanstvenog projekta
kojem je cilj bio utvrditi kako rastu¢e doze mineralne dusi¢ne gnojidbe utjecu na prinos vaznijih
ratarskih kultura, agronomsku ucinkovitost gnojidbe, ispiranje nitrata i akumulaciju dusika u
tlu. Lokalitet Potok smjesSten je u podrucju zapadno-panonske podregije Hrvatske u blizini
Parka prirode Lonjsko polje (slika 3). To je podru¢je umjerene kontinentalne klime s
prosje¢nom godiSnjom temperaturom zraka od 10,7 °C i sumom oborina od 865 mm (referentno
razdoblje 1965.-1990.).

Slika 3. Lokacija i satelitski snimak pokusne povrsine (45°33" N, 16°31" E)
Izvor: prilagodeno sa GoogleMaps, 2021.

Uzorci tla, uzorkovani 2018. godine nakon Zetve soje, razlikovali su se prema dubinama
uzorkovanja (0-30 cm, 30-50 cm, 50-80 cm) i Cetiri rastuc¢e doze primijenjenog mineralnog
dusika (Cetiri gnojidbena tretmana: 0, 100, 200 i 300 kg N/ha — NO, N100, N200 i N300). Tlo s
pokusne povrSine spada u odjel hidromorfnih tala, preciznije ravni€arski distri¢ni pseudogle;.
Hidromorfizam je rezultat prekomjernog navlaZivanja povrSinskih dijelova soluma
stagniraju¢om povrSinskom vodom. Duze ili kra¢e zadrzavanje suficitne vode pretpostavlja
pojavu teze propusnog horizonta koji sprjetava normalnu filtraciju (Skori¢, 1990).
Hidromorfno tlo pseudoglej karakterizira naizmjeni¢no smjenjivanje mokre i suhe faze Sto
uvjetuje redukcijske i oksidacijske procese te specificnu morfologiju, odnosno mramoriranost
"g" horizonta te tvorbu Fe i Mn konkrecija. U tablici 4 prikazane su kemijske znacajke
istrazivanog tla.
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Tablica 4. Kemijske znacajke istrazivanog tla

Genetski horizont pH Sadrzaj hraniva Humus CaCOs3
(mg/100 g tla)
Oznaka Dubina (cm) 1M KCI P20s K20 (%) (%)
P 0-32 4,84 17,72 10,45 1,01 -
Eg 32-52 5,12 5,20 7,15 0,91 -
Btg 52-97 6,02 7,68 6,43 0,35 0,62
Cg: 97-116 7,41 7,64 4,95 0,22 2,08
Cg, >116 7,18 2,88 3,90 0,13 0,83

Izvor: Mesi¢ i sur. (2008)

Za potrebe utvrdivanja treceg cilja ovog diplomskog rada kao 1 potvrde podrijetla dusika
na pokusnoj povrsini prikupljeno je devet (9) komercijalnih mineralnih dusi¢nih gnojiva
razli¢itih prema formulaciji i granulaciji [NP 20-20, KAN (27 % N + 4,8 % MgO, pilirani),
NPK 7-20-30, NPK 20-10-10, NPK 15-15-15, KAN (27 % N+ 4,8 % MgO, granulirani), NPK
13-10-12 (4 % MgO), NPK 15-15-15 (3 % S), UREA (46 % N)] kako je prikazano na slici 4.
Odabrana dusi¢na gnojiva su sli¢nih formulacija onima koja su se primjenjivala tijekom 22
godine dusi¢ne gnojidbe na pokusnoj povrsini. Ba$ zbog toga potrebno je nadodati da su na
spomenutoj pokusnoj povrSini prema plodoredu 1 metodologiji znanstvenog projekta test
kulture u razdoblju od 1997. do 2018. godine bile: ozima pSenica, uljana repica, kukuruz, soja
i pSenoraz. Ovisno o plodoredu i potrebama pojedinih ratarskih kultura tijekom 22 godine
provodila se jesenska i predsjetvena gnojidba kao i proljetna prihrana kultura razliitim
formulacijama dusi¢nih gnojiva: NPK (6-18-36, 7-20-30, 10-20-30), urea i KAN.

Slika 4. Formulacije istrazivanih gnojiva
Izvor: Fioli¢, 2020.
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3.2. Laboratorijsko istrazivanje

Priprema uzoraka tla obavljena je ranije s obzirom na to da su uzorci izdvojeni iz arhive
Zavoda za opc¢u proizvodnju bilja, a pripremljeni su prema ISO protokolu (ISO 11464:2004).
ISO protokol uklju¢uje suSenje uzoraka na zraku (T<40°C), mljevenje i prosijavanje kroz sito
promjera 2 mm te homogenizaciju uzoraka. Prije analize 1 utvrdivanja sadrzaja ukupnog dusika
I njegovog izotopnog sastava, arhivirani uzorci tla su dodatno osuSeni do konstantne mase u
suSioniku (Niive, FN 120) na 105 °C.

Nakon opisane pripreme, uzorci su podijeljeni na dva djela. U jednom djelu svakog
uzorka (u tri ponavljanja) u analitickom laboratoriju Zavoda za op¢éu proizvodnju bilja odreden
je sadrzaj ukupnog dusika (Nuk) metodom suhog spaljivanja prema 1SO protokolu 13878 (1998)
elementarnom analizom koriste¢i Vario MACRO CHNS analizator (Elementar, Njemacka,
slika 5). U institutu "JoZef Stefan" u Ljubljani na Odsjeku o znanostima okoli$a, u drugom dijelu
uzorka, 8'°N vrijednosti, odnosno stabilni izotopi dusika, detektirani su i kvantificirani EA-
IRMS metodom. Ta metoda podrazumijeva kombiniranu tehniku, odnosno elementarnu analizu
(EA) i spektrometriju masa kojom se odreduje udio izotopa (engl. Isotope Ratio Mass
Spectrometry, IRMS). Navedeno je provedeno uporabom ISOPrimel00-Vario PYRO Cube
analizatora (IsoPrime, Cheadle, Hulme, UK, slika 6) u dva ponavljanja.

Slika 5. Vario MACRO CHNS analizator Slika 6. ISOPrime100-Vario PYRO Cube

Izvor: Laboratorij Zavoda za OPB (OH/CNS) analiaztor
Izvor: www.elementar.com

Oba analizatora u jednom djelu svog analitickog procesa djeluju na istom principu, taj
dio se odnosi na suho spaljivanje prema Dumas-u. Postupak elementarne analize i odredivanje
sadrzaja ukupnog dusSika zasniva se na spaljivanju uzorka tla u struji kisika na 1150°C uz
katalizator (WOs). Prilikom spaljivanja oslobadaju se NOx plinovi. U redukcijskoj koloni na
850 °C, uz bakar kao redukcijsko sredstvo, NOx plinovi reduciraju se do N2 kojeg helij kao plin
nosilac nosi direktno na TCD detektor (slika 7). EA-IRMS tehnika takoder se u prvom dijelu
analitiCkog procesa bazira na Dumas spaljivanju (1700 °C, Cr203 katalizator) i redukciji NOx
plinova na 600 °C uz bakar do N2. Uzimaju¢i u obzir da se ovom metodom simultano mogu
odrediti i udjeli 3C izotopa, plinovi nakon redukcije (N2 i CO2) se separiraju plinskom

13


http://www.elementar.com/

kromatografijom (GC). Rezultiraju¢i kromatografski vrhovi ("pikovi") transportiraju se u izvor
iona IRMS-a gdje se ioniziraju i pobuduju. U konacnici plinovi razli¢itih masa razdvajaju se u
magnetskom polju i simultano mjere. Za N2 se prate mase 28, 29 i 30, a za CO2 mase 44, 45 i
46 (slika 8).

f— Autosampler
autosampler | 4 ~
= Kruti
G100 - Referuti pin uzorcl
IS
Detektor Standardni
plin
gl < O o
o —‘ M IRMS
| Analiza
Redukcijsko — podataka 444546
stedstvo ’ ! o a8 820%
Katalizator ‘!
oksidacije » 9
Sredstvo za ]
vezivanje viage U s
0, adsorher S0, adsorb Elementarni Sucelje
7 AB0INEN analizator

Slika 7. Shema simultane elementarne CHNS  Slika 8. Shema simultane EA-IRMS analize 5'°N i

analize d1C
Izvor: prilagodeno s www.tecnologia- Izvor: prilagodeno s www.sciencedirect.com
aplicada.com

Izotopni sastav dusika u uzorku izrazava se kao delta (8) *°N u promilima (%o) i ra¢una se prema
sljedeéem izrazu: 8°N = (Ruzorak/Rstandard — 1) X 103, gdje je R omjer atoma *N/*N u uzorku i
standardu. Atmosferski N2 predstavlja referentnu vrijednost standarda pri §°N mjerenjima
(Mariotti 1983) u kojemu omjer stabilnih izotopa dusika ®N/*N (1/272) iznosi 0,0036764
odnosno +3,68 %o (Robinson 2001).

U promatranim uzorcima tla, za dodatnu potvrdu utvrdenog podrijetla dusika u tlu,
odreden je i sadrzaj humusa volumetrijskom metodom po Tjurinu.

Za potrebe utvrdivanja treceg cilja ovog diplomskog rada, devet odabranih uzoraka
mineralnih gnojiva su samljeveni i prosijani i zajedno sa uzorcima tla poslani u institut "Jozef
Stefan" u Ljubljanu, gdje su na istovjetan nadin kao i uzorci tla analizirani stabilni izotopi dusika
primjenom EA-IRMS metode.

3.3. Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka provedena je u statistickom programu SAS 9.1.3. analizom
varijance (ANOVA). Utjecaj dubine profila tla (0-30 cm, 30-50 cm te 50-80 cm) i rastu¢ih doza
dusicne gnojidbe (0, 100, 200, 300 kg N/ha) na varijabilnost akumuliranog ukupnog dusika
testiran je Fisher LSD testom uz vjerojatnost pogreske od 5 %. Procjena jacine i smjera
povezanosti izmedu §°N i Nuk, kao i §!°N te sadrzaja humusa (organske tvari) u tlu provedena
je izra¢unom Pearsonovih koeficijenta korelacije. Dodatno je provedena i jednostavna
regresijska analiza primjenom linearnog modela za navedene parametre tla.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Vertikalna opskrbljenost tla ukupnim dusikom s obzirom na
rastuce doze mineralne dusi¢ne gnojidbe

Tablica 5 prikazuje rezultate analize varijance utjecaja gnojidbenih tretmana i dubina tla
na varijabilnost sadrZaja ukupnog duSika u tlu. Prikazane su 1 LSD vrijednosti prema
Fisherovom testu, one predstavljaju potrebnu minimalnu razliku izmedu pojedinih prosje¢nih
vrijednosti kako bi se moglo tvrditi o znacajnom utjecaju tretmana ili dubine na varijabilnost
ovog parametra u tlu prikazanog na grafikonu 1. Iz tablice 5 vidljiv je znacajni utjecaj
gnojidbenih tretmana i dubine na varijabilnost ukupnog dusika u tlu. Iznimka se uocava na
posljednjoj dubini profila (50-80 cm) na kojoj gnojidbeni tretmani nisu znacajno utjecali (PR>F
0,6350) na varijabilnost ukupnog dusika u tlu gdje su se vrijednosti ukupnog dusika kretale u
rasponu od 0,031 % do 0,045 %.

Tablica 5. Rezultati analize varijance varijabilnosti ukupnog dusika u tlu prema gnojidbenim
tretmanima i dubinama uzorkovanja

Trel\tlr(r;an 5533[(:) L?)I%é;/o) Dubina uzorkovanja Pr>F LSD (%)
N100 0,0032 0,021 0-30 cm 0,0036 0,022
N200 <.0001 0,016 30-50 cm 0,0050 0,027
N300 0,0001 0,028 50-80 cm 0,6350 0,026

Grafikon 1 prikazuje vertikalnu raspodjelu ukupnog dusika (Nuk) u tlu prema
gnojidbenim tretmanima. Vrijednosti oznacene razli¢itim malim slovom ukazuju na znacajne
razlike u sadrzaju Nuk S obzirom na gnojidbene tretmane na pojedinim dubinama profila tla.
Vrijednosti oznacene razli¢itim velikim slovom ukazuju na znacajne razlike u sadrzaju Nuk S
obzirom na dubinu tla na pojedinim gnojidbenim tretmanima. Iz grafikona 1 vidljiv je znacajan
utjecaj pojedinih tretmana na prve dvije dubine uzorkovanja profila (0-30 cm i 30-50 cm) s
Pr>F vrijednostima od 0,0036 i 0,0050. Srednje vrijednosti dusika u povrSinskom sloju tla (0-
30 cm) na NO, N100 i N200 tretmanima redom su iznosile: 0,113 %, 0,095 % i 0,115 %. Srednja
vrijednost dusika na N300 tretmanu iznosila je 0,148 % Sto je znacajno vise od vrijednosti
utvrdenih na prethodno spomenutim tretmanima (NO, N100 i N200). Na dubini od 30 do 50 cm
zabiljezen je sli¢an trend, gdje je u odnosu na N100 i N200 tretmane znacajno najvise dusika
akumulirano u tlu sa 300 kg/ha primijenjenog gnojiva (Nu = 0,151 %). U najdubljem
promatranom dijelu profila tla (50-80 cm) utvrdeno je da gnojidbeni tretmani nisu imali
znacajan utjecaj na varijabilnost dusika. Njegov je sadrzaj na sva Cetiri tretmana u prosjeku
iznosio 0,040 %. Treba nadodati da se kontrolni tretman odnosio na dio pokusne povrsine S
crnim ugarom koja nije gnojena, ali je obradivana. Na takvom NO tretmanu tijekom svih godina
istrazivanja (22 godine) akumulirala se dodana koli¢ina organske tvari, a time i dusika u tlu $to
je dijelom uzrokovalo varijabilnost Nuk prikazanu na grafikonu 1, odnosno izostanak
proporcionalnog znacajnog porasta ukupnog dusika u tlu s porastom apliciranih doza gnojiva u
odnosu na kontrolni tretman. U slu¢aju da je kontrolni tretman ukljucivao i test kulture, one bi
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svih godina istrazivanja usvajale dusik iz tla i time bi dijelom pridonijele nizoj vrijednosti
ukupnog dusika na tom tretmanu.

epemN 0 =fi=N 100 =N 200 == 300

Ny %o
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Grafikon 1. Vertikalna raspodjela ukupnog dusika u tlu prema
gnojidbenim tretmanima

Promatrajuéi utjecaj dubine na varijabilnost ukupnog dusika u tlu, u tablici 5 i grafikonu
1 uocava se znacajno snizenje sadrzaja ukupnog dusika s porastom dubine od povrSine do
najdubljeg horizonta na svim tretmanima uz naznaku da se srednje vrijednosti sadrzaja Nuk na
prve dvije dubine (0-30 cm i 30-50 cm) nisu znacajno razlikovale na NO, N200 i N300
tretmanima (velika ista slova na grafikonu 1). Navedeno ukazuje na to da su se prekomjerne
primijenjene koli¢ine duSika (200 1 300 kg N/ha), osim u povrSinskom sloju tla na tim
tretmanima, akumulirale i u potpovrsinskom sloju (30-50 cm). Za stvarni uvid o utjecaju dubina
na kontrolnom tretmanu (s obzirom da prikazane vrijednosti nisu bile pod utjecajem rasta soje
i njezinog usvajanja dusika nego crnog ugara) treba istaknuti da su vrijednosti Nuk na tretmanu
bez N gnojidbe i soje kao test kulture te godine varirale u rasponu od 0,092 % na dubini 0-30
cm, 0,075 % na dubini 30-50 cm do 0,028 % na dubini 50-80 ¢cm (Interni podaci, Zavod za op¢u
proizvodnju bilja, 2018).

Navedeni rezultati u skladu su s istrazivanjima drugih autora koji takoder navode da se
ukupni dusik u tlu znacajno smanjivao s porastom dubine tla, a povecavao s porastom
apliciranih koli¢ina mineralnih dusi¢nih gnojiva. Sartori i sur. (2007) navode kako je ukupni
dusik u tlu u SAD-u varirao ovisno o dubini uzorkovanja i rastu¢im dozama duSi¢ne gnojidbe
od 0,050 % do 0,120 %. Znanstvenici u Kini (Huang i sur. 2007) navode kako su se te
vrijednosti kretale od 0,078 % do 0,123 %, a u Danskoj (Mortensen i sur. 1998) je to bilo od

16



0,025 % do 0,226 %. Takoder 1 prijasnja istrazivanja iz Hrvatske (JuriSi¢ 2012) potkrepljuju
navedenu tezu i navode vrijednosti od 0,001 % do 0,218 %.

Analizirajuéi utvrdeni raspon ukupnog dusika prikazanog na grafikonu 1 (od 0,031 %
do 0,151 %) moze se zakljuciti da je opskrbljenost tla dusikom ovisno o dubini profila i
primijenjenoj gnojidbi varirala od siromasne do dobre.. Za detaljniji uvid s obzirom na
vrijednosti iz grafikona 1, u tablici 6 prikazana je opskrbljenost dusikom analiziranih uzoraka.
U najdubljim slojevima tlo je siromasno ovim hranivom, umjereno opskrbljeno na prve dvije
dubine na tretmanu na kojemu je aplicirano 100 kg N/ha i dobro opskrbljeno na N200 i N300
tretmanima, bas$ kao i na kontrolnom prirodnom tlu bez uzgajanog usjeva.

Tablica 6. Opskrbljenost tla dusikom prema Woltmann-u s obzirom na dubine i gnojidbene
tretmane

Tretman NO N100 N200 N300
Dubina

0-30 cm Dobra Umjerena Dobra Dobra

30-50 cm Dobra Umjerena Dobra Dobra

50-80 cm Siromasna Siromasna Siromasna Siromasna

4.2. Podrijetlo dusika u tlu s obzirom na rastuce doze mineralne
duSic¢ne gnojidbe i dubinu tla

Grafikon 2 prikazuije varijabilnost 5N vrijednosti s obzirom na rastué¢e doze mineralne
dusi¢ne gnojidbe i dubine profila tla. Vrijednosti izotopnog dusika varirale su u rasponu od +5,1
%o na tretmanu s 300 kg/ha primjenjenog mineralnog dusika na dubini 50-80 ¢cm do +7,7 %o u
povrsinskom sloju tla kontrolnog tretmana. Kao $to je ve¢ ranije navedeno, kontrolni tretman
predstavljao je crni ugar s obradom tla, a na ostalim gnojidbenim tretmanima prema plodoredu
od 1997. do 2018. izmjenjivalo se pet ratarskih kultura uz razlic¢ite formulacije dusi¢nih gnojiva
sezonski primijenjene u ve¢ navedenim koli¢inama. Zbog svega navedenog, ocekivano je bilo
da ¢e izotopni potpis dusika u uzorcima s gnojidbenih tretmana (N100, N200 i N300) biti
mineralnog podrijetla, to¢nije da ¢e ostaviti trag mineralnih gnojiva (NPK 7-20-30, urea, KAN)
koja su se primijenila tijekom vegetacije soje u razdoblju od rujna 2017. do lipnja 2018. godine.
Za razliku od pretpostavljenog, raspon izotopnog dusika od +5,1 %o do +6,8 %o (grafikon 2) na
gnojidbenim tretmanima ukazuje da mu je podrijetlo organski dusik iz tla.
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Grafikon 2.Varijabilnost 8N vrijednosti prema rastué¢im dozama dusicne
gnojidbe i dubinama profila tla

Prema Heatonu i sur. (1986) izotopni potpis (8'°N) organskog dusika u tlu krece se od
+4 %o do +9 %o, a razli¢ite formulacije mineralnih dui¢nih gnojiva imaju vrijednosti 5*°N od -
1,7%o do +3,9%o (Vitoria i sur. 2004). Vrijednosti :°N na kontrolnom tretmanu varirale su od
+5,6 %0 do +7,7 %o $to ukazuje na organski dusik u tlu. Navedeno je bilo i o¢ekivano, osobito
zbog prirode kontrolnog tretmana (crni ugar bez gnojidbe), a sve je dodatno potvrdeno
potpunom korelacijom (r = 0,930) izmedu sadrzaja humusa i 8*°N vrijednosti u navedenim
uzorcima tla (grafikon 3a). Takoder, tezu da je dusSik s gnojidbenih tretmana organskog
podrijetla dodatno potvrduje i korelacijski odnos (grafikon 3b) izmedu sadrzaja humusa i §*°N
vrijednosti koji je pozitivan i jak (r = 0,734). Organski dusik u ukupnom dusiku zauzima vise
od 90 % (Haynes, 1986), odnosno 96 % (Mesi¢ i sur., 2010). Ostali mali udio anorganskog
dusika nakon aplikacije mineralnih gnojiva dijelom bude usvojen korijenom biljaka, a dijelom
se nepovratno izgubi u okoliSu, bilo ispiranjem u dublje slojeve tla i podzemne vode ili
transportom na susjedne povrsine i u povrSinske tokove. Navedeno bi moglo biti jedno od
objasnjenja za$to je podrijetlo dusika u tlu 1 nakon 22 godine aplikacije mineralnih dusi¢nih
gnojiva i dalje bilo organsko.
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Grafikon 3. Regresijski model i Pearsonov koeficijent korelacije za 8*°N i humus
za uzorke s kontrole — crni ugar bez gnojidbe (a); za uzorke s gnojidbenih tretmana (b)
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Jones i Dalal (2017) navode da s porastom dubine rastu i §**N vrijednosti u prirodnom
tlu (A +3,62 %o) i obradivom tlu (A +2,52 %o). U povrsinskom sloju prirodnog tla (0-30 cm)
utvrdili su 8N vrijednosti od +4,86 %o, na dubini od 30 do 60 cm ta je vrijednost iznosila +8,48
%o. U orani¢nom povrsinskom sloju 8°N bio je +6,96 %o, a na dubini od 30 do 60 cm +9,46
%0. Za razliku od njihovog istraZivanja, rezultati iz grafikona 2 ukazuju na relativno sniZenje
SN vrijednost s porastom dubine u prosjeku za +2,1 %o u prirodnom tlu (kontrola — crni ugar)
1 +1,0 %o u obradivom tlu gnojidbenih tretmana (N100, N200 1 N300). Navedeno se moze
dijelom objasniti 1 snizenjem sadrzaja humusa odnosno organske tvari u profilu tla koja se na
kontrolnom tretmanu od povrsine do 80 cm smanjila za 78,4 % (sa 1,89 % humusa na 0,41 %
humusa), a na tri gnojidbena tretmana u prosjeku za 78,2 % (u prosjeku sa 1,99 % humusa na
0,43 % humusa). Istrazivanje Jonesa i Dalala (2017) ukljucivalo je pracenje dvadesetogodisnje
primjene standardnih doza mineralne dusi¢ne gnojidbe u proizvodnji pSenice i je¢ma, a rezultati
njihovog istrazivanja takoder ukazuju na organsko podrijetlo dusika u tlu, odnosno da
mineralna duSi¢na gnojidba nije doprinijela podrijetlu dusika u tlu.

4.3. Varijabilnost 8"°N izotopa u primijenjenim mineralnim dusi¢nim
gnojivima

Treéi cilj ovog diplomskog rada imao je zadatak utvrditi varijabilnost §!°N izotopa u
mineralnim dusi¢nim gnojivima sli¢nih formulacija onima koje su se na pokusnoj povr$ini
primjenjivale uzastopno 22 godine. Toénije cilj je bio dodatno potvrditi utvrdeno podrijetlo
dusika u tlu (organski N) kako je prikazano u prethodnom poglavlju.

Iz tablice 7 vidljivo je da je izotopni dusik u primijenjenim dusi¢nim gnojivima varirao
0d -0,96 %o u piliranom KAN-u do +3,26 %0 NPK 7-20-30. Navedeno je u skladu s literaturnim
navodima koji raspon 8'°N u razli¢itim formulacijama mineralnih dusi¢nih gnojiva isti¢u od -4
%o do +3,9 %o (Kendall, 1998; Vitoria i sur., 2004). Vitoria i sur. (2004) navode raspon 6:°N od
-1,7 %o u NPK 15-15-15, -0,7 %o u amonij nitratu, +2,5 %o u urei i +3,9 %o u Ca(NO3)2. Heaton
(1986) jos pojasnjava da mineralna gnojiva koja su proizvedena na osnovu kvantitativnih
procesa "industrijske" fiksacije atmosferskog duSika rezultiraju vrlo malim izotopnim
frakcioniranjem §to posljedi¢no uzrokuje da takvi proizvodi (gnojiva) imaju 8*°N vrijednosti
priblizne nuli (0 %o).

Sve dodatno ukazuje da utvrdene §°N vrijednosti u tlu sa gnojidbenih tretmana
potvrduju organsko podrijetlo duSika u tlu nakon 22 godine mineralne gnojidbe jer je izotopni
potpis dusika u primijenjenim gnojivima (-0,96 %o do 3,26 %o) znatno nizi i razlikuje se od
izotopnog dusika utvrdenog u tlu (5,1 %o do 6,8 %o) na tri gnojidbena tretmana (N100, N200 i
N300).
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Tablica 7. Vrijednosti §*°N u primijenjenim mineralnim dusi¢nim gnojivima

Mineralno gnojivo 3N (%)

NP 20-20 +0,70 £ 0,02
KAN (27 % N + 4,8 % MgO, pilirani) -0,96 + 0,02
NPK 7-20-30 +3,26 + 0,09
NPK 20-10-10 -0,18 £ 0,06
NPK 15-15-15 +0,74 £ 0,14
KAN (27 % N + 4,8 % MgO, granulirani) -0,91 +0,03
NPK 13-10-12 (4 % MgO), -0,28 + 0,03
NPK 15-15-15 (3% S) +1,09 + 0,04
UREA (46 % N). -0,08 + 0,03
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5. Zakljucak

Na temelju rezultata istrazivanja vertikalne opskrbljenosti tla ukupnim dusikom, kao i podrijetla
dusika u tlu te njegovog izotopnog potpisa u odabranim mineralnim dusi¢nim gnojivima mogu
se 1zvesti sljedeci zakljuccei:

1. Utvrden je znacajan utjecaj gnojidbenih tretmana i dubine na varijabilnost ukupnog
dusika u tlu. Sadrzaj ukupnog dusika varirao je od 0,031 % do 0,151 % i moze se
zakljuciti da je tlo bilo siromasno do dobro opskrbljeno dusikom ovisno o dubini profila
i primijenjenoj gnojidbi.

2. Varijabilnost 51'°N izotopa ovisno o rastuéim dozama dusi¢ne gnojidbe i dubinama
profila tla kretala se od +5,1 %o do +7,7 %o Sto ukazuje na organsko podrijetlo dusika
unato¢ kontinuiranoj visegodis$njoj i prekomjernoj (300 kg N/ha) primjeni mineralnih
dusi¢nih gnojiva.

3. Raspon 8N vrijednosti u primijenjenim mineralnim dusiénim gnojivima iznosio je od
-0,96 %o u piliranom KAN-u +3,26 %o u NPK 7-20-30 $to ukazuje na anorgansko
podrijetlo dusika i ¢injenicu da su promatrana mineralna dusSi¢na gnojiva proizvedena
procesima "industrijske" fiksacije atmosferskog dusika. Navedeno dodatno potvrduje da
dugogodisnja kontinuirana mineralna dusi¢na gnojidba nije utjecala na podrijetlo dusika
na pokusnoj povrsini.
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