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Vzorce tal iz Meziske doline, ki so mo¢no onesnazeni S potencialno nevarnimi
kovinami (svinec, cink in kadmij), smo remedirali v pilotni remediacijski napravi s
pranjem z vodno raztopino dinatrijeve soli etilendiamintetraocetne kisline. V
remediranih in originalnih tleh smo dolo¢ili pedoloske lastnosti, koncentracijo ter
biodostopnost svinca, cinka in kadmija za ljudi in testne organizme. Za dolocanje
biodostopnosti potencialno nevarnih kovin za ljudi smo uporabili dve in vitro
metodi: enotno metodo za dolo¢anje biodostopnosti (UBM) in standardni operativni
postopek za in vitro doloc¢anje biodostopnosti svinca v tleh (SOP). Z modelom
IEUBK (the integrated exposure uptake biokinetic model) smo dolocili verjetno
koncentracijo Pb v krvi otrok v Meziski dolini pred in po remediaciji.
Fitodosegljivost potencialno nevarnih kovin smo doloc¢ali s prevzemom v Kitajski
kapus (Brassica rapa) v lonénem poskusu. Biodosegljivost za talne organizme Smo
dolocili z merjenjem bioakumulacije potencialno nevarnih kovin v laboratorijsko
gojenih rakih enakonozcih (Porcellio scaber). Z remediacijo smo znizali celokupne
koncentracije Pb, Zn in Cd od 11 do 66 %, ter biodostopno koncentracijo Pb do 72
%, Zn do 62 % in Cd do 69 % v Zelod¢ni fazi (SOP). V ¢Erevesni fazi (UBM) smo
biodostopnost Pb znizali do 95 %, Zn do 90 % in Cd do 68 %. Pri lonénem poskusu
smo za rastline biodostopno koncentracijo Zn znizali do 73 %, Cd do 79 %; pri Pb
pa je bila vecina rezultatov pod mejo detekcije. Biodostopnosti Pb in Zn za rake
enakonozce smo znizali do 34 % in 39 %. Biodostopnost Cd za rake enakonozce
smo v povprec¢ju znizali do 27 %.
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Samples of soils from Mezica valley, which are heavily contaminated with
potentional toxic metals (lead, zinc and cadmium), was remediated in pilot-scale
extraction plant with aqueous solution of ethylenediaminetetraacetic acid disodium
salt. We analayzed soil samples for pedological properties, toxic metal
concentration and lead, zinc and cadmium bioavailability for human and test
organisms. The amount of potentional toxic metals available for human was
determined by two in vitro methods: The unified bioaccessibility method (UBM)
and Standard operating procedure for in vitro bioaccessibility assay for lead in soil
(SOP). To determine probable concentration of lead in children’s blood we used
IEUBK model (the integrated exposure uptake biokinetic model). For determination
of fitoavailability of potentional toxic metals we used pot experiment with Chinese
cabbage (Brassica rapa var. chinensis). Bioavailability for soil organisms we
determined with measurements of potentional toxic metals bioaccumulation in
isopods Porcellio scaber in laboratory experiment. With remediation process we
decreased total concentration of lead, zinc and cadmium from 11 to 66 %.
Bioaccessibility for Pb, Zn and Cd in gastric phase (SOP) was lowered up to 72 %,
62 % and 69 %. In intestinal phase (UBM) Pb, Zn and Cd bioaccessibility
decreased up to 95 %, 90 % and 68 %. Remediation also reduced Zn and Cd
phytoavailability in pot experiment up to 73 % and 68 %. Fitoavailability for Pb
was in almost all results below the limit of detection. We lowered Pb and Zn
bioavailability up to 34 % and 39 % for isopods. Bioavailability for Cd was in
average lowered up to 27 %.
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1UvOoD

Tla so nastala s preperevanjem kamninske osnove in nastajanjem humusa ob razgradnji
organskih ostankov v tleh. In ravno zaradi teh procesov, ki so pocasni, tla uvrs¢amo med
neobnovljive naravne vire (Zupan in sod., 2008). So edinstven vir, ki nam omogoca
zivljenje na nasem planetu. Tega se danasnja hitro naras¢ajoca druzba ne zaveda in mo¢no
pritiska nanj in ga obremenjuje s svojimi vedno veéjimi zahtevami po pridobivanju hrane
in energije (Ashraf in sod., 2014). Potrebe po energiji nam vefinoma zagotavlja rudarjenje
oziroma z njim povezana industrija, ki pa spreminja rodovitna in za gojenje rastlin
primerna tla v onesnazena tla. Prav tako rudarska industrija proizvaja ogromne koliine
drugih odpadkov, ki ob odlaganju zavzamejo velik del pokrajine (Li, 2006). Poleg rudarske
industrije na onesnazenost tal vplivajo ali so vplivali tudi osvinceni bencin in barve,
uporaba pesticidov in gnojil, petrokemicna industrija, uporaba blata iz Cistilnih naprav,
izpuS¢anje odpadne vode v okolje. Problem pri onesnazevanju tal s potencialno nevarnimi
kovinami je ta, da se te kovine v tleh lahko zadrzujejo dolgo Casa, saj se vecine od njih ne
da razgraditi z mikrobno ali kemijsko degradacijo. Lahko se pojavijo zgolj spremembe v
njihovi kemijski formi in bioloski dostopnosti (Wuana in Okieimen, 2011).

Ena od najbolj prizadetih lokacij s strani rudarske industrije v Sloveniji je Meziska dolina.
Zacetki rudarjenja in taljenje svinca in cinka tam segajo v leto 1665. Celotna dejavnost je
trajala kar 329 let. Do druge polovice 19. stoletja so bili rudniki in talilniki razporejeni po
celotni dolini. Nato pa so leta 1893 v Zerjavu zgradili centralno talilnico. Prve filtre, ki bi
preprecevali prasne emisije, so vgradili leta 1923 in jih nato $e veckrat dogradili in tako do
leta 1978 za 70-krat zmanjSali izpuste prasnih emisij (Finzgar in sod., 2013). Potencialno
nevarne kovine iz tal prehajajo v rastline in zivali. Preko njih potencialno nevarne kovine
zaidejo tudi v ¢lovesko prehrano. Najvecje tveganje za izpostavljenost ljudi potencialno
nevarnim kovinam pa predstavljajo pra$ni delci, ki prehajajo v nase telo preko dihanja ali z
direktnim vnosom onesnazenih tal v usta ter pitjem onesnaZene vode (FinZgar in LeStan,
2008).

Ker potencialno nevarne kovine ostajajo v tleh, je za obnovo onesnazenega talnega
ekosistema edina reSitev CiS¢enje oziroma remediacija tal. Obstaja ve¢ razlicnih nainov
¢isCenja tal. Med najpogostej$imi so imobilizacija, pranje tal in fitoremediacijske tehnike.

Pri izbiri metode ¢iS€enja je pomembna ocena tveganja, S katero izberemo cenovno
najugodnejSo in okolju najmanj $kodljivo metodo (Wuana in Okieimen, 2011).

Za ciscenje tal oziroma remediacijo tal iz Meziske doline smo izbrali metodo pranja tal s
kemijskim ligandom Na-EDTA. Za remediacijo tal smo uporabili pilotno napravo, ki sta jo
razvila Voglar in Lestan (2013). S tehniko spiranja tal z EDTA lahko iz tal odstranimo
topne in Sibko vezane kovine, medtem ko netopne in mo¢no vezane kovine ostanejo v tleh.
Ker so moc¢no vezane kovine tudi biolosko nedostopne in zato netoksi¢ne za organizme,

WtV v

metodo lahko uporabljamo za ¢iséenje tal (Finzgar in LeStan, 2007).

Biolosko dosegljivost kovin v tleh pred in po remediaciji smo opazovali v simuliranih
¢loveskih Crevesnih raztopinah, v testnih rastlinah kitajskega kapusa (Brassica rapa var.
chinensis) in v kopenskih rakih enakonozcih (Porcellio scaber).
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1.1CILJ

S poskusi bomo ugotovili kolikSen del Pb, Zn in Cd je po izpiranju tal z dinatrijevo soljo
etilendiamintetraocetne kisline (Na-EDTA) v pilotni remediacijski napravi dosegljiv v
simulirani ¢loveski ¢revesni raztopini, v testnih rastlinah (Brasica rapa var. chinensis) in
kopenskih rakih enakonozcih (Porcellio scaber).

1.2 HIPOTEZA
Z remediacijo odstranimo topne in Sibko vezane kovine iz tal, v tleh preostale kovine pa so

predvidoma za testne organizme bioloske nedostopne, ker so netopne in mo¢no vezane v
tleh.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 POTENCIALNO NEVARNE KOVINE

Kemijska definicija kovine se glasi: »Elementi, ki prevajajo elektriko, imajo kovinski sijaj,
so kovni in prozni, tvorijo katione in imajo osnovne okside.« Ta definicija je zelo Siroka in
lahko predstavlja Stevilne elemente. Danes v izrazoslovju obstajajo Stevilni izrazi, ki
poskusajo dolociti posamezne skupine kovin, vendar tudi pri teh izrazih najdemo Stevilne
pomanjkljivosti. TeZava pri vseh izrazih, ki jih uporabljamo, je, da zajamejo elemente, ki
so si povsem razli¢ni tako po svoji funkcionalnosti kot v bioloskih ali toksikoloskih
lastnostih. Poleg tega pa se seveda v izrazu »kovina« po navadi obravnava tudi Stevilne
skupine spojine doloCenega elementa. Poenostavljanje in razvr$€anje je lahko zelo
uporabno in za elemente, ki imajo podobne lastnosti, zelo lahko, tezavno pa postane pri
kovinskih elementih. Res je, da imajo dolocene lastnosti, ki so jim skupne, vendar pa je
vsak element drugacen in ima svoje lastne fizikalno-kemijske karakteristike, ki dolo¢ajo
njegove bioloSke in toksikoloske lastnosti in kako se bodo gibali v okolju. Poleg tega pa
vsak element lahko obstaja Se kot del razlicnih kemijskih spojin, ki imajo lahko povsem
drugacne lastnosti (Duffus, 2002).

Zaradi vseh zgoraj nastetih dejstev in tezavnosti pri iskanju izraza, ki bi zajel vse tri
obravnavne elemente v moji magistrski nalogi, sem se odlo¢il, da bom za svinec, kadmij in
cink, ki jih po kemijskih lastnostih oziroma glede na periodni sistem ne moremo uvrstiti v
nobeno skupino (Duffus, 2002), za poimenovanje teh treh elementov ter njihovih
komponent uporabljali izraz potencialno nevarne kovine oziroma izraze svinec, kadmij in
cink. Ob tem se zavedam dejstva, da izraz kovina ni najbolj primeren, kajti nakazuje na to,
da imajo kovina ter njene kemijske spojine enake fizikalno-kemijske, bioloske in
toksikoloske lastnosti, kar pa ne drzi (Duffus, 2002). Za ta izraz sem se odlo¢il, ker te tri
elemente na podrocju Meziske doline, ki je obravnavana v tem magistrskem delu,
oznacujemo kot potencialno nevarnost za zive organizme v tem okolju.

2.1.1 Svinec

Svinec je kovina, ki spada v IV skupino in 6 periodo v periodnem sistemu. Njegova
molska masa je 207,2 mol g, talis¢e pa je pri 327,4 °C. V naravi se pojavlja kot sivo-
modra kovina, ki jo pogosto najdemo v mineralih, kjer je zdruzena z drugimi elementi, kot
sta na primer zveplo ali kisik. Njegova koncentracija v skorji zemlje variira med 10 do 30
mg kg, v vrhnjih tleh pa med 10 do 67 mg kg™ (Wuana in Okieimen, 2011). V naravni
svin€evi rudi najdemo predvsem svincev sulfid, svincev sulfat, svincev karbonat in svincev
kloroarzenat ter svincev klorofosfat (Childhood lead ..., 2010). Najpogostejse oblike Pb, s
katerimi onesnazujemo tla, so ionske oblike (Pb), svincevi oksidi, hidroksidi ter svineno-
kovinski oksoanionski kompleksi (Wuana in Okieimen, 2011).

Glavni viri onesnazevanja s Pb so: osvinceni bencin, svinec aktivne industrije (predvsem
rudarjenja), barve in pigmenti, spajkanje konzerv, vodovodni sistemi s svin¢enimi pipami
in cevmi, svinec iz hrane, ki se onesnazi zaradi onesnazenih tal, seveda tudi ostanki svinca
v tleh zaradi nekdanje industrije (Childhood lead ..., 2010), ne smemo pa pozabiti na
vplive iz kmetijstva, kot so gnojila in pesticidi (Sharma in Dubey, 2005). Vecino tega
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svinca se tako spro$¢a v zrak, kjer lahko manjsi delci prepotujejo velike razdalje. Velikost
delca je zelo pomembna, saj odloca, kako dale¢ bo delec prepotoval. Vecji delci s
premerom nad 2 pm prepotujejo kratko razdaljo okrog 25 metrov, medtem ko manjsi delci
lahko prepotujejo ve¢ 1000 kilometrov. Pri topilnicah je mediana premera delcev 1,5 um,
od tega jih ima 86 % manjSega od 10 pm. Delci v zraku se nato z dezjem sperejo iz ozracja
in padejo na tla ali v nadzemne vode. Ko svinec pristane v tleh, se mo¢no veze na talne
delce in ostaja v zgornjih slojih tal. Zato, ¢e prav danes vecina zgoraj naStetih dejavnosti ne
uporablja ve¢ svinca, ima pretekla uporaba Se vedno vpliv na koli¢ino svinca v tleh. Svinec
se tako zadrzuje znotraj tal in njegovo premikanje je odvisno od lastnosti tal in seveda
oblike svinca, ki se je sprostila v tla. Svinec se tako skozi leta lahko kopici v tleh (Case
studies..., 2010).

2.1.1.1 Svinec in rastline

Svinec iz tal lahko prehaja v rastline in se v njih koncentrira. Pri rastlinah je vecino svinca
prisotnega na njihovi povrsini kot posledica delcev, ki se nanjo posedejo iz ozracja, nekaj
svinca pa je prisotnega tudi v notranjih rastlinskih tkivih. Glavni mehanizem vstopa svinca
v notranja tkiva rastline je skozi koreninski sistem (Case studies ..., 2010). Sama
absorpcija svinca v rastlino je mo¢no odvisna od lastnosti tal (velikost talnih delcev,
katinska izmenjevalna kapaciteta tal) in seveda lastnosti rastline (velikost korenin,
koreninski izlocki, mikorizacija korenin, hitrost transpiracije). Svinec se v zemlji nahaja
kot Sibka Lewisova Kislina, ki tvori ionske ali kovalentne vezi v tleh ali rastlini. Posledica
tega je tudi, da je navadno v tleh moc¢no vezan na organske ali koloidne delce ali pa je
prisoten kot precipitat. Vse te lastnosti svinca zmanjSujejo moznosti za vecji pren0s svinca
v korenine (Sharma in Dubey, 2005). Pot vnosa svinca po koreninskem sistemu navadno
poteka po apoplastni poti, ker pa ga je ve€ kot 90 % v netopni obliki, se ga vec€ina veze na
zunanje dele celi¢ne stene, preostali del pa se akumulira v endodermisu, Kjer mu
Kasparijeva proga preprecuje nadaljnjo pot v poganjke. Seveda se ga del vseeno lahko
prenese po simplastni poti v poganjke. Pri nizkih koncentracijah svinca ta v simplast
vstopa le v hitrodeleCih se celicah, ki §e nimajo dobro razvite celi¢cne membrane, medtem
ko pri visokih koncentracijah pride do porusitve celicne membrane in zato za¢ne svinec
zelo hitro prehajati v simplast, ¢emur lahko sledi tudi odmrtje rastline. Eden glavnih
mehanizov prehajanja svinca v simplast naj bi pri normalnih pogojih bili Ca-kanalcki
(Sharma in Dubey, 2005; Pourrut in sod., 2013).

2.1.1.2 Svinec in ljudje

Svinec je kovina, ki ima velik vpliv na zdravje ljudi. Visoke koncentracije svinca prakti¢no
vplivajo na vse organe in organske sisteme. Predvsem so prizadeti centralni in periferni
Zivéni sistem, ledvice in Krvotvorni organi. Svinec lahko deluje akutno- in kroni¢no-
nevrotoksi¢no. Skupina z najve¢ tveganja so otroci stari do 7 let (Juri¢i¢ in sod., 2013).
Otroci absorbirajo 40-50 % zauzitega svinca, medtem ko ga odrasli zgolj 10 %. Otroci v
telesu zadrzijo tudi do 30 % absorbiranega svinca, medtem ko ga odrasli zgolj 1 %.
Toksi¢na raven svinca v krvi za otroke je 10 ug dL? ali veg, Ceprav raziskave kazejo, da
tudi nizja raven svinca ze Skoduje razvoju in kognitivnim funkcijam otroka, zato se danes
nagibajo k vzpostavitvi meje 5 pg dL™ (Exposure to cadmium ... 2010). Vodilni
zdravstveni institut v Zdruzenih drzavah Amerike je ze leta 2012 priporocal znizanje meje
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koncentracije Pb v krvi na 5 pg dL?, saj so njihove raziskave pokazale, da prakti¢no ni
mogoce dolociti neke meje, pri kateri koncentracija svinca v otrokovi krvi ne bi $kodovala
otrokovemu zdravju (Stewart in sod., 2014). Mielke in sod. (2011) so odkrili povezavo
med izpostavljenostjo otrok svincu ter njihovim u¢nim sposobnostim. Povecana absorbcija
svinca v otrocih je posledica hitre rasti in hitrega razvoja mozganov v ¢asu odras¢anja, zato
je v ¢asu odrascanja otrok zelo pomembno, da so otroci ¢im manj izpostavljeni svincu.
Posebej je pomembno obdobje nose¢nosti, saj so koncentracije svinca v krvi matere enake
koncentraciji svinca v krvi otroka. Zavedati se moramo tudi, da nam koli¢ina svinca v krvi
pove zgolj kaksna je bila izpostavljenost svinca pred kratkim ¢asom, Sele meritve svinca v
kosteh nam lahko povedo, kaksna je bila dejanska dolgotrajna izpostavljenost svincu. In
ker vemo, da se v noseCnosti poveCa odstranjevanje svinca iz kosti matere in se tako
koncentracije v krvi povecajo, so pomembne za zdravje otrok tudi prejSnje dolgotrajne
izpostavljenosti svincu.

Glavna pot vstopa svinca v telo je sicer poZiranje onesnazene zemlje in prahu. V povprecju
naj bi otrok med prvim in Sestim letom zauzil 100-400 mg prahu in zemlje na dan
(Exposure to cadmium ..., 2010). Vec¢ina svinca (od 95 do 99 %), ki vstopi skozi prebavni
trakt, se v telesu veZe na eritrocite in se razpr$i po mehkih tkivih in kosteh, lahko pa ga
najdemo tudi v laseh in nohtih. Glavni mehanizem shranjevanja svinca v kosteh je podoben
mehanizmu kalcija. V krvi svinec ostane do 30 dni, potem pa se izlo¢i z urinom, medtem
ko v kosteh lahko ostane tudi ve¢ kot 20 let in se ob pojavu osteoporoze zaéne ponovno
sproscati v kri (Rosin, 2009).

2.1.1.3 Svinec in zivali

Okolje, ki je zaradi rudniske in talilne industrije onesnazeno s svincem, je Skodljivo tudi za
zivali, ki lahko svinec pridobijo preko prehranskih verig ali s poZiranjem onesnazenih tal.
Dolocanje okoljskih kriterijev za dovoljene koncentracije Pb, ki Se ne bi Skodile
organizmom, je tezko zaradi razli¢nih poti vstopa svinca v telo Zzivali ter razlicne
obcutljivosti nanj. Okoljsko tveganje za prostozivece Zzivali tako temelji na dolocanju
sprejemljivega odmerka svinca, ki ga Zival Se lahko zauzije. Ta temelji na laboratorijskih
toksikoloskih $tudijah in modelih, ki dolocajo, kaksna je mozna izpostavljenost zivali
preko prehranjevalne verige. Za razliko od cloveka, kjer je pri doloanju nevarne
koncentracije v krvi pomemben predvsem nevroloski razvoj, je pri prostoZivecih Zivalih
pomemben zgolj vpliv na razmnoZevanje in rast. Tako je za sesalce doloCena meja
koncentracije svinca v krvi pri 35 pg/ dL, za ptice pa kar 50-100 pg/dL (Buekers in sod.,
2009).

2.1.2 Kadmij

Kadmij je kovina, ki spada v 12 skupino in 5 periodo periodnega sistema.
Okarakteriziramo ga kot mehko srebrno-belo ali modro-belo kovino. Kadmij ve¢inoma
najdemo v cinkovih, bakrenih in svincevih rudah. Znotraj zemeljske skorje se njegova
koncentracija giblje med 0,1 in 0,5 mg g™. Vegino kadmija se danes pojavlja kot stranski
proizvod pri pridobivanju in taljenju nezeleznih rud, kot so cink, svinec in baker. Zato ga
najdemo tudi v okoljih, ki imajo vecletno zgodovino rudarjenja s temi rudami. Zaradi
njegovih unikatnih fizi¢nih, mehanskih in elektrokemijskih lastnosti se danes uporablja kot
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pigment, stabilizator, v elektronskih zlitinah in sestavinah, najve¢ (85 %) pa se ga uporabi
za nikelj-kadmijeve baterije (International Cadmium association, 2015). Kadmij je zaradi
svoje visoke toksicnosti in dobre topnosti v vodi okarakteriziran kot zelo mocni
onesnazevalec (Benavides in sod., 2005).

2.1.2.1 Kadmij in rastline

Kadmij je neesencialni element, ki zelo negativno vpliva na razvoj in rast rastlin. Je zelo
mobilen in Ze pri nizkih koncentracijah povzroca poskodbe na rastlinah. Vec¢inoma kadmij
v rastlino vstopa skozi korenine in te seveda tudi najprej dozivijo poskodbe s strani
kadmija. Nato potuje po apolastni in simplastni poti do ksilema, preko katerega se lahko
transportira v nadzemne dele rastline. Vendar se le majhen del absorbiranega kadmija
prenese v nadzemen del rastline, ve¢ino ga namre¢ ostane v koreninah. Kadmij v celice
vstopa preko kationskih prenaSalcev. Vecino se ga veze na celicne stene, nekaj pa tudi na
zunaj-celi¢ne ogljikove hidrate (Benavides in sod., 2005).

2.1.2.2 Kadmij in ljudje

Prehrana je glavni vir izpostavljenosti kadmija iz okolja za nekadilce. Kadmij iz zraka se
namre¢ poseda na tla in jih tako onesnazuje ters tem povecuje vnos kadmija v rastline, ki
jih gojimo za &lovesko prehrano (Jarup in Akesson, 2009). Poleg tega pa je problem tudi
vdihavanje prahu, onesnazenega s kadmijem, kajenje in onesnazen zrak (Hogervorst in
sod., 2006). Tolerantni tedenski vnos kadmija glede na Statement on tolerable weekly
intake for cadmium (2011) je 2.5 pg kg™ telesne mase.

Pri kadmiju so pomembne 3 poti vnosa: skozi prebavila, skozi dihala ali preko koze. V
povprecju se 5 % kadmija, ki ga zauZijemo, tudi absorbira v crevesju v naSe telo.
Najpomembnejsi presnovi parameter, ki dolo€a vnos kadmija v telo, je pomanjkanje
zeleza. Ljudje z nizko ravnjo Zeleza imajo za kar 6 % vecji vnos kadmija kot ljudje, ki
imajo Zeleza v telesu dovolj. Zato so v ve¢ji nevarnosti ljudje z anemijo, otroci in Zenske z
menstruacijo. Glavnina kadmija v krvi se prenaSa preko proteinov, kot so albumin in
metalotioneini. Glavni organ, v katerem se kadmij kopiéi, so ledvice. Kadmij se v ledvicah
v povprecju zadrzuje do 10 let. Zato vse Zivljenjsko kopic¢enje na koncu privede do
poskodbe ledviénih kanalc¢kov (tubulov) (Godt in sod., 2006). Poskodbo odkrijemo preko
poveCanega izloCanja nizko molekularnih proteinov v urinu. Kadmij in njegove
komponente obravnavajo tudi kot karcinogene snovi, ki lahko povzro¢ajo raka pljuc ali
raka na prsih. Visoke koncentracije Cd pa lahko povzrocajo tudi hude poskodbe kosti
oziroma bolezen Itai-itai (Ke in sod., 2015).

2.1.2.3 Kadmij in zivali

Kadmij v telesu zivali deluje tako, da zmoti normalno stanje celic. Ker ima podobno
strukturo kot cink in kalcij, lahko v telo vstopa preko absorpcijskih kanalov teh dveh
elementov. Ko kadmij pride v telo, se skladis¢i v jetrih in ledvicah Zivali. Kadmij je strup,
ki se skozi leta kopic¢i in lahko Skoduje skoraj vsem glavnim organskim sistemom ter
vpliva na reprodukcijo (Korff, 2014). Do danes $e ni znano, da bi bil kadmij esencialni
element za katerikoli organizem. Podobno,, kot za vse potencialno nevarne kovine, je tudi
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pri kadmiju njegova koncentracija v zivali odvisna od njene starosti, spola, prehranskih
navad, sezonskega nihanja koncentracije v zivali in $e od Stevilnih drugih faktorjev. Poleg
tega pa obstajajo tudi Stevilne poti izloCanja Cd iz telesa. Med drugim lahko zivali Cd
izloCajo v jajéne lupine in puh. Podobno, kot pri ¢loveku, so tudi pri ostalih sesalcih in
verjetno tudi vreten¢arjih najbolj kritiéni organ ledvice. Ledvice so prvi organ, ki nam
pokaze toksi¢ne ucinke Cd. Se pa koncentracija Cd iz telesa zivali verjetno, glede na
podatke pri ¢loveku, zelo pocasi odstranjuje. Poleg tega se lahko prenasa tudi na potomce.
Za vecino zivalskih vrst imamo malo raziskav vpliva Cd nanje. Za manjse sesalce je
Skodljiva meja 350 pg/g suhe teze ledvic, vendar doloCene raziskave kazejo tudi Ze na
Skodljivost 120 pg/g suhe teze ledvic. Pri pti¢ih je meja postavljena nekje pri 40 pg/g. Pri
vretencéarjih so meje nizke, saj so bolj dovzetni za vplive Cd kot ptice in sesalci (Burger,
2008).

2.1.3 Cink

Cink je kovina, ki spada v 12 skupino in 4 periodo periodnega sistema. Je naravno prisoten
v zemeljski skorji in pomemben element nasega okolja. Najdemo ga v kamninah in
razli¢nih tleh, poleg tega pa Se v zraku, vodi in v biosferi. Cink najdemo tako v rastlinah,
kot v Zivalih in ljudeh. V povpre¢ju v zemeljski skorji najdemo 70 mg/kg cinka glede na
suho tezo tal, njegove vrednosti pa se gibljejo med 10 in 300 mg/kg. Cink v naravi v rudah
najdemo v obliki cinkovega sulfida ali v obliki cinkovega Zelezovega sulfida. V tleh pa se
navadno pretvori v okside ali karbonate (International zinc association, 2015). Cink se v
okolje ve¢inoma prenaSa preko antropogenih virov, kot so rudarjenje in metalurgija.
Najvec¢ ga v tla pride preko odlaganja zlindre in metalurskih odpadkov, jalovine, premoga
in elektrolitskega pepela. Poleg tega pa $e z uporabo komercialnih produktov, ki vsebujejo
cink, kot so na primer gnojila ali lesni preparati. Cink navadno ostaja absorbiran v tleh,
Ceprav se lahko iz odlagali$¢ tudi izpira. Vecina onesnaZenja je omejena na lokacije blizu
vira onesnazenja (Public health statement ..., 2005).

2.1.3.1 Cink in rastline

Rastline cink iz tal pridobijo iz talne raztopine navadno v obliki Zn?*, lahko pa tudi v
kompleksu z organskimi ligandi. Vstopa skozi korenine in preko ksilema naprej v
nadzemne dele. Potuje tako po simplastni kot po apoplastni poti. Kot pri ljudeh je tudi pri
rastlinah Zn ena klju¢nih esencialnih kovin. Ob pomanjkanju cinka lahko pride do hudih
poskodb, kot so nekroza koreninskega vrsi¢ka, ob manjSem pomanjkanju pa nastajajo
kloroze, porjavenje ter s pomanjkanjem avksina povezane poskodbe (kraj$anje internodija,
kodranje listov ter zmanjSanje velikosti listov). Toksi¢nost cinka je manj pogosta od
njegovega pomanjkanja, vendar se vseeno pojavlja predvsem v kontaminiranih tleh blizu
rudnikov in talilnic ter drugih antropogenih virov cinka. Toksi¢ne simptome najprej
opazimo pri vecji koncentraciji svinca od 300 mg na kilogram suhe teze listov, nekatere
rastline pa kazejo simptome tudi ze pri koncentraciji nizji od 100 mg cinka na kilogram
suhe teze listov. Je pa meja toksi¢nosti razlicna tudi znotraj posamezne vrste (Broadley in
sod., 2007).
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2.1.3.2 Cink in ljudje

Cink je eden najpomembnejsih elementov v sledeh v telesu in je nujno potreben za rast in
razvoj. Najdemo ga v vseh telesnih tkivih in izlockih v visokih koncentracijah. Vecino, kar
85 %, ga najdemo v miSicah in kosteh, 11 % v koZi in jetrih, 4 % pa je razdeljenih med
ostala tkiva, od katerih najbolj izstopata prostata in del oci. Povpre¢na koli¢ina cinka v
odraslem ¢loveku je 1,4 - 2,3 gramov. Cink je edina kovina, ki je kofaktor ve¢ kot 300
encimov in igra glavno vlogo pri stabilizaciji velikemu Stevilu proteinov. Je zelo
pomemben element pri ¢loveskemu zdravju, saj Ze zelo nizko pomanjkanje lahko povzro¢i
katastrofo in Stevilne zdravstvene tezave, kot so anoreksija, izguba apetita, izguba voha in
okusa ter okvara imunskega sistema, ki lahko povzroci tudi arteriosklerozo in anemijo.
Minimalna potreba po cinku je odvisna od prehrane, klimatskih pogojev in stresa. V
povprecju pa je priporo¢en dnevni vnos 15 mg. Vnos ne sme presegati 25 mg na dan
(Chasapis in sod., 2011). Po izpostavljenosti se cink veze v kosti in kri, kjer lahko ostane
nekaj dni, nato pa se iz telesa izlo¢i preko urina in blata. Visoke koncentracije Zn lahko
povzrocajo razli¢ne poskodbe, vendar je bolj nevarno, ¢e nam cinka primanjkuje (Public
health, 2005).

2.1.3.3 Cink in Zivali

Cink je pomemben esencialni element pri vseh zivih organizmih, vendar pa je pri visokih
koncentracijah lahko tudi Skodljiv za organizme. Cink se bioakumulira v vseh organizmih,
tudi tam, kjer so koncentracije cinka v okolju nizke. Najvecja tezava je bioakumulacija
cinka na onesnazenih podro&jih. To so navadno ostanki rudnikov in topilnic cinka. Zivali
za svojo rast potrebujejo ravno pravsnjo koli¢ino cinka, kajti skodo lahko povzroca tako
prenizka kot previsoka koncentracija v krvi. Cink je najbolj nevaren za vodne organizme,
medtem ko so ptice in sesalci relativno tolerantni nanj. Skodljivost pri pticah se zaéne, ko
koncentracija cinka v ledvicah ali jetrih preseze 2100 mg/kg suhe teze organa, pri sesalcih
pa 274 mg/kg suhe teze ledvic ali 464 mg/kg suhe teze jeter (Guidelines for
interpretation..., 1998). Visoke koncentracije cinka pri talnih nevretencarjih vplivajo na
zmanjSano moznost prezivetja, na rast in razmnoZevanje. Pri pticah vpliva na slabo
delovanje trebusne slinavke ter zmanjSuje rast in tezo. Pri sesalcih pa povzroca teZave pri
razvoju, poskodbe srca in ozilja, imunskega sistema, tezave z jetri, ledvicami ter krvnim
sistemom, nevroloske tezave ter tezave pri reprodukciji (Eisler, 1993).

2.2 Porcellio scaber KOT MODELNI ORGANIZEM ZA DOLOCANIJE
BIODOSTOPNOSTI POTENCIALNO NEVARNIH KOVIN V TLEH

Porcellio scaber (slika 1), po slovensko koci¢ ali mokrica, spada v red enakonozcev. Trup
je segmentiran, raven in elipsasto oblikovan. Deli se na sedem segmentov in v vsakem je
en par nog. Telo delimo na tri dele: glavo, pereon (oprsje) in pleon (zadek). Na dveh
pleopodijih (zadkovih okonCinah) imajo psevdotraheje, ki jim omogocajo dihanje s
psevdopljuci. Te je mogoce opaziti kot bele lise na njthovem abdomnu. Imajo sestavljene
oC1 in dva para anten. Navadni praSicek se tudi ni sposoben zviti v kroglico (Riggio, 2013).

Zaradi svojega eksoskeleta, ki nima povoscene kutikule, se zadrZujejo predvsem v vlaZnih,
temnih prostorih, da preprecujejo svojo izsusitev. Prehranjujejo se veinoma z rastlinskimi
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ostanki oziroma z razkrajajo¢im organskim materialom, ki ima v sebi visoke koncentracije
mikroorganizmov. V svojem prebavilu imajo tudi simbiontske bakterije, ki jim omogocajo
razkrajanje celuloze (Riggio, 2013).

Enakonozci so najbolj primerni modelni organizem za raziskave bioakumulacije kovin iz
tal v talne organizme, saj lahko akumulirajo visoke koncentracije kovin. Poleg tega o njih
tudi veliko vemo in jih je enostavno gojiti v laboratoriju. Glavni organ, v katerem
specifi¢ne, nizkomolekularne peptide ali se shranjujejo v netopnih granulah. Koncentracija
kovin v zivalih je odvisna od koncentracije kovin v tleh (Udovi¢ in sod., 2009).

Slika 1: Rak enakonozec (Porcellio scaber) (Bugguide, 2015)

2.3 Brassica rapa var. chinensis KOT MODELNI ORGANIZEM ZA DOLOCANJE
BIODOSTOPNOSTI POTENCIALNO NEVARNIH KOVIN V TLEH

Brassica rapa var. chinensis (kitajski kapus) je rastlina, ki izvira iz vzhodne Azije. Spada v
rod kapusnic. Je enoletna, pokonc¢na, listnata zelenjava, ki lahko zraste od 15 do 30 cm
visoko. Med vegetativno fazo rasti so listi spiralno razporejeni v rozeto. Kitajski kapus
raste najboljSe v hladnejSih delih leta. NajboljSa temperatura za njegovo rast je med 18 in
22 °C. Za svojo rast potrebuje veliko vode ter raste lahko na ve¢ razli¢nih tipih prsti
(Chinese cabbage ..., 2013). Sudmoon in sodelavci (2015) so v svojem ¢lanku opisali
zmoznost akumulacije visokih koncentracij kadmija v kitajskem kapusu. Yahua in sod.
(2004) pa so v svojem ¢lanku opazovali tudi vpliv EDTA na vnos svinca v kitajski kapus,
kjer je prisotnost kompleksa EDTA in svinca povecala akumulacijo svinca v rastlini.
Kitajski kapus je med dvokali¢nicami v poskusu akumuliral najmanj kovin.
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Slika 2: Kitajski kapus (Brassica rapa var. chinensis)

2.4 REMEDIACIJSKE TEHNOLOGIE ZA CISCENJE TAL ONESNAZENIH S
POTENCIALNO NEVARNIMI KOVINAMI

Uporaba prave remediacijske tehnologije in pravilna obravhava kontaminiranih tal s
potencialno nevarnimi kovinami je tezko in stro§kovno zahtevno vprasanje (Lestan, 2014).
remediacije. Znotraj fizikalnih najdemo metodo zamenjave tal z neonesnazenimi ali
metodo toplotne desorbcije. Metoda toplotne desorbcije temelji na segrevanju tal s
pomocjo pare, mikrovalovnih ali infrardecih valov in s tem hlapenju onesnazila. Znotraj
bioloskih remediacij najdemo remediacije s pomocjo rastlin, Zivali ali mikroorganizmov.
Med kemijskimi metodami pa lo¢imo: kemijsko spiranje, kemijsko stabilizacijo,
elektrokineti¢no remediacijo ter metodo posteklenitve tal s pomocjo visoke temperature
(Yao in sod., 2012).

2.4.1 Ex situ metoda spiranja tal s kemijskim ligandom etilendiamintetraocetna
kislina (EDTA)

Metoda spiranja z EDTA kemijskim ligandom daje veliko obetov, saj ima minimalen vpliv
na tla glede na uporabo drugih kemijskih ligandov. Obenem ima veliko ucinkovitost
odstranjevanja potencialno nevarnih kovin iz tal predvsem iz bioloSko dosegljivega dela
talne frakcije. EDTA je kemijski produkt, ki se proizvaja komercialno, saj ga uporabljamo
v Stevilnih vsakodnevnih stvareh, kot so detergenti, kozmeti¢ni pripomocki, hrana in
gnojila. Je citotoksi¢en in zelo nizko genotoksi¢en, vendar ni karcinogen. Metoda temelji
na principu kemijskih vezi, ki jih EDTA tvori s kovinami. Te povzro¢ijo, da kovine
postanejo topne in jih tako lahko s pomocjo pralne tekocine izperemo iz tal. EDTA ima
sposobnost kelirati skoraj vsak pozitivno nabiti ion, pri katerem so kompleksi s kovinskimi
onesnazili bolj stabilni kot kompleksi z ioni iz talnih delcev. Z nastankom kelatov
postanejo potencialno nevarne kovine topne in se lahko izpirajo iz tal, zato je v postopku
pomemben korak izpiranja tal. Pri tem nastane velika koli¢ina vode, ki jo je potrebno
ocistiti oziroma reciklirati. V te namene so na laboratorijski ravni razvili tevilne predloge
za reciklacijo EDTA in vode. Obstajajo Stevilne metode za reciklacijo EDTA, ki ob
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dodajanju razli¢nih kemijskih snovi omogocajo precipitacijo potencialno nevarnih kovin.
Ena izmed metod temelji na dodajanju Fe** v odpadno vodo pri kisli pH vrednosti le-te.
Fe** se veze na EDTA in izrine kovine, ki jih potem precipitiramo z dodatkom fosfata pri
nevtralni pH vrednosti. Poznamo tudi metodi dodajanja ni¢-valentne bimetalne mesanice
ali NaS, ki delujeta na podoben naéin kot zgornja. Ena od moznosti je tudi elektrolitsko
tretiranje pralne raztopine s souporabo substitucijskih in precipitacijskih reakcij v
ustreznem pH obmodcju za recikliranje EDTA. Ta metoda poleg recikliranja EDTA

W v W

Voglar in LeStan (2013) tudi prenesla na pilotno raven.

2.4.1.1 Testi biodosegljivosti kovin po remediaciji s kemijskim ligandom
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA)

Glavna nevarnost pri potencialno nevarnih kovinah je odvisna od njihove mobilnosti, zato
je pomembno, da po remediaciji preverimo, ali se je njihova mobilnost zmanjsala.
Mobilnost predvsem omogoc¢a biodosegljivost kovine za rastline, zivali in c¢loveka.
Znanost je v te namene razvila Stevilne in vitro metode, s katerimi lahko dolo¢imo tveganje
za zdravje po remediaciji ali pred njo. Tako poznamo in vitro metode, ki simulirajo
biodostopnost potencialno nevarnih kovin za ¢loveka. Glavna vstopna pot potencialno
nevarnih kovin je namre¢ skozi prebavila s poziranjem onesnazenih tal ali vdihavanjem
prahu (LeStan, 2014). Pri tem moramo upostevati dve merili: oralno biodosegljivost in
oralno biorazpolozljivost kovine. Prvo merilo je koncentracija Pb, ki lahko preko
Crevesnega prebavnega traku doseze krvni obtok, medtem ko je pri drugem merilu
pomembna frakcija, ki je topna v prebavnem traktu in je tako dosegljiva za absorbcijo
(Wragg in Cave, 2003).

Za simulacijo lahko uporabljamo ve¢ metod in sicer: enotno biodostopnostno metodo
(UBM), fiziolosko baziran ekstrakcijski test (PBET) in relativno biodostopnostno izpiralno
proceduro (RBALP) ali poenostavljen ekstrakcijki test biodosegljivosti (SBET). Prvi dve
metodi, med katerima je PBET starejSa, simulirata celoten ¢loveski prebavni trak in tako
dajeta boljSo potencialno oceno biodosegljivosti kovin po zauzitju onesnazene hrane ali
prahu. Metoda RBALP ali SBET pa nam pokaZe zgolj oceno oralne biorazpolozljivosti, saj
simulira le zelod¢ni del prebavnega traktu (LeStan, 2014; Zia in sod., 2011; Wragg in
Cave, 2003). Ne smemo pozabiti, da obstaja Se veliko drugih in vitro testov. Vecina teh
testov sploSno temelji na parametrih za otroke od 0 do 3 let. Ta skupina je tudi najbolj
ogrozena zaradi velikega procenta zauzitih kontaminiranih tal, obenem pa lahko absorbira
veliko vecji procent potencialno nevarnih kovin iz njih. In vitro testi se uporabljajo za
predvidevanja, saj nam ne dajo absolutnih podatkov o biodosegljivosti kovine, to bi
namre¢ lahko dosegli zgolj z in vivo tehniko. Ampak, ker je cena in ¢as, potreben za
izvedbo in vitro metod, majhen v primerjavi z in vivo metodami, in z njimi lahko obdelamo
bistveno ve¢ vzorcev, se te metode pogosto uporabljajo. In vivo tehnike pa je tudi prakticno
nemogoce izvajati na ¢loveskih prostovoljcih, zato za in vivo $tudije navado uporabljajo
prasice ali druge laboratorijske zivali (Wragg in Cave, 2003).

Biodostopnostne metode so Se vedno na zacetku razvoja, saj Se vedno ni ene mednarodno
priznane metode oziroma standarda. Informacije o kakovosti podatkov, ki jih pokaze
metoda, so Se vedno redke. Natan¢nost metod je prav tako omejena, saj imamo zelo malo
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ali ni¢ podatkov o medlaboratorijski ponovljivosti. Prav tako ni nobenega standardnega
materiala, ki bi omogocal stalen nadzor nad potekom metode. Rezultate testov
biodosegljivosti navadno podamo kot relativno biodosegljivost (razmerje med
koncentracijo onesnazila mobiliziranega med prebavo in koncentracijo onesnazila v tleh
pred prebavo). Tu pa se spet pojavi problem v definiciji celokupne koncentracije kovine v
tleh pred prebavo, saj laboratoriji uporabljajo razlicne metode za dolocanje celokupne
koncentracije. Wragg in Cave (2003) predlagata, da zaradi tega rezultate za biodostopnost
podajmo v mg kg™ trdne snovi skupaj s celotno koncentracijo in opisom metode, ki je bila
uporabljena za pridobitev teh rezultatov.

2.4.1.2 Vpliv remediacije s kemijskim ligandom etilendiamintetraocetna kislina (EDTA)
na tla

Jelusi¢ in LeStan (2013) sta se ukvarjala z vplivom remediacije s kemijskim ligandom
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) na tla. Sama remediacija je vplivala na pH
vrednost tal, na koli¢ino organske snovi v tleh, na koncentracijo fosforja in kalija v tleh ter
vsebnost karbonatov. Vrednost pH tal se je po remediaciji rahlo povecéala. Koli¢ina
organske snovi, koncentracija K in P ter tudi vsebnost karbonatov v tleh se je zmanjsala.
Poleg tega pa JeluSi¢ in sod. (2013) piSejo o pomanjkanju vecine mikrohranil v
remediranih tleh. ZmanjSanje koncentracije kalija pojasnjujeta s tem, da so bila tla
ve¢inoma sprana z Na-EDTA. Pri tem procesu se namre¢ sprosti velika koli¢ina Na* ionov,
ki tako zamenjajo K* ione, vezane na talne delce, in zato se koncentracija K zmanjga.
ZmanjSanje vsebnosti karbonatov naj bi bila posledica raztapljanja kalcijevih karbonatov s
protonsko obliko EDTA. Pri remediranih tleh sta opazila tudi zmanjSanje zadrzevalne
kapacitete vode v tleh. Poleg tega pa v tleh po remediaiciji lahko ostane $e tudi znaten del
EDTA, za katerega Se ni jasno, kaj se z njim dogaja v daljSem ¢asovnem obdobju v tleh.
Seveda je glavno vodilo remediacije, da zmanjSamo deleze potencialno nevarnih kovin v
skoraj vseh frakcijah tal (Jelusi¢ in Lestan, 2013).

2.4.1.3 Vpliv remediacije s kemijskim ligandom etilendiamintetraocetna kislina (EDTA)
na rast rastlin

Remediacija zaradi zmanjSanja biodosegljivih koncentracij kovin v tleh vpliva tudi na
manjS$o vsebnost kovin v rastlinah. V poljskem poskusu, ki so ga izvedli JeluSi¢ in sod.
(2013), so bile vse koncentracije potencialno nevarnih kovin v rastlinah, ki so bile gojene
na remediranih tleh nizje od zakonsko dolo¢ene meje EU. Vendar pa se poleg potencialno
nevarnih kovin iz tal izpere tudi velik delez mikrohranil, zato je bila biomasa rastlin, ki so
rastle na remediranih tleh, v primerjavi s tistimi, ki so rasle na originalnih tleh, manjsa.
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3 METODE DELA
3.1 VZORCENIJE VZORCEV TAL

Vzoréenje tal je potekalo v Meziski dolini v okolici krajev Crna na Korogkem in MeZica.
Odvzeli smo 30 — 40 kg tal. Vzorci so bili odvzeti na njivah in vrtovih.
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Slika 3: Zemljevid MeZiske doline z ozna¢enimi vzorénimi mesti

Preglednica 1: Oznake vzorcev z GPS koordinatami
Oznaka vzorca tal Lokacija vzorca (GPS koordinate)

dolzina: 14,81394675, Sirina: 46,46919111
dolzina: 14,85295849, Sirina: 46,47898174
dolzina: 14,86291347, Sirina: 46,48224179
dolZina: 14,86975561, §irina: 46,48593839
dolzina: 14,87457763, §irina: 46,48475607
dolzina: 14,87136990, Sirina: 46,48630006
dolzina: 14,86891435, Sirina: 46,50566777
dolzina: 14,86056605, Sirina: 46,50928385
dolzina: 14,86213459, Sirina: 46,51256960

0 dolzina: 14,85514355, Sirina: 46,51489132
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3.2 REMEDIACIA VZORCEV

Iz vzorcev tal smo odvzeli 12 kg tal ter jih remedirali. Postopek remediacije so izvedli
sodelavci CPVO.

Proces remediacije tal je potekal v 8 korakih, ki so spodaj opisani in oznaceni v sliki 4:

1. Spiranje tal
Onesnazena tla smo zmesali z enako koli¢ino pralne raztopine, ki vsebuje 120 mmol
raztopljene Na-EDTA na kilogram tal. Vse skupaj smo v velikem meSalcu mesali 2h.

2. Separacija in spiranje materiala, ki je prevelik za proces
Po kon€anem procesu smo s pomoc¢jo 2 mm sita locili ve¢je delce (kamni, pesek) od gosce
tal. Vse vecje delce smo sprali z 40 L pralne raztopine nato pa Se z SL sveze vode.

3. Stiskanje tal v presi in spiranje tal

Gosco tal in ostalo gos€o iz 2. koraka smo precrpali v filtrno stiskalnico. V tem koraku se
trdna in tekoca faza locita. Nato smo tla v presi sprali z 98 L ociS¢ene procesne vode ter Se
z 42 L vode iz pipe.

Wew W

4. Obdelava ocisc¢enih tal

Ociscena tla smo naribali ¢ez 5 mm sito ter jim dodali frakcijo peska, ki smo ga odstranili
pri 2. koraku.

5. Alkalna substitucija in precipitacija kovin

Procesne vode smo obdelali z hidriranim apnom, da smo dosegli pH vrednost med 12,03 in
12,11. Pri tej pH vrednosti Ca zamenja potencialno nevarne kovine v EDTA kompleksu.
Nastane kalcijev EDTA ter kovinski hidroksidi, ki so netopni v alkalni procesni raztopini
in jih zato lahko s pomoc¢jo kontinuirne centrifuge odstranimo iz nje.

6. Kislinska precipitacija in reciklacija EDTA

Po koncanem koraku 5 sledi zakisanje procesne raztopine s pomocjo H,SOs na pH
vrednost med 2,04 in 2,11. Vecina EDTA se pri tem pH precipitira in jo lahko s pomocjo
filtracije odstranimo iz procesne raztopine.

7. Elektrolitska razgradnja preostalega EDTA v procesni raztopini

Preostali del EDTA, ki ostane v procesni raztopini, razgradimo s pomocjo oksidativne
razgradnje z uporabo elektrolitskih celic z grafitho anodo in dvema katodama iz
nerjavecega jekla.

8. Priprava reciklirane pralne raztopine

EDTA, ki smo jo precipitirali v koraku 6, dodamo v pralno raztopino ter vsemu skupaj
dodamo Se ustrezen delez sveze EDTA, da zagotovimo ustrezno koncentracijo EDTA za
novo $arzo (Voglar in Lestan, 2013).
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Slika 4: Shema procesa remediaicje tal s pomocjo spiranja tal z EDTA (Voglar in Lestan, 2013)

3.3 DOLOCANJE POTENCIALNO NEVARNIH KOVIN V TLEH

Priprava vzorcev

Pripravljene vzorce remediranih ter originalnih tal smo s pomocjo ahatne terilnice zmleli
ter presejali ¢ez 150 pm sito. Nato smo natehtali 0,5 g vzorca v reakcijske posode.

Kislinski razklop tal

Vsak vzorec smo pocasi prelili z 9 mL HCI, nato pa $e s 3 mL HNO3. Reakcijske posode
smo zaprli ter jih prenesli v mikrovalovni sistem. Na napravi smo izbrali ustrezen program.
Program poteka tako, da najprej vzorce iz sobne temperature segreje na 175°C, nato
program to temperaturo vzdrzuje 15 minut, potem sledi 45 minutno hlajenje. Po koncanem
programu smo suspenzijo prelili Cez papirnate filtre (satorius stedium; dia 125 mm (391)) v
50 mL bucke. Ko je tekoc¢ina odtekla, smo filtre zavrgli, bucke pa do oznake napolnili z
destilirano vodo. VVzorce smo shranili ter jih nato analizirali s FAAS.

3.4 FITODOSEGLJIVOST POTENCIALNO NEVARNIH KOVIN
3.4.1 Priprava tal

Fitodosegljivost potencialno nevarnih kovin v nasih tleh smo dolo¢ili z lonénim poskusom.
Najprej smo pripravili posode za loncni poskus (slika 1). Na dno posode smo dali
kremencev pesek, nanj poloZili mrezico ter nato v vsako posodo dodali 7,8 L tal. V tla smo
dodali 14 g zmletega mineralnega gnojila, ki je vseboval 20 % pepela. Remedirana tla smo
zalili z 0,5 L vode z 0,5 g MnSO4x 4 H,O, originalna tla pa samo z 0,5 L vode iz pipe.
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tla

kremencev
pesek

mreZica

posoda za zbiranje
odvecne vode

Slika 5: Shema lon¢nega poskusa
3.4.2 Lon¢ni poskus

V vsako posodo smo posadili 3 sadike kitajskega zelja (B. rapa) stare 48 dni ter zalili z

1,5 L vode. Sadike smo v rastlinjaku gojili 1 mesec in vsak teden oziroma po potrebi
dolivali 0,5 L vode. Nato smo zgornji zeleni del sadik pobrali in posusili v susilniku na 60
°C. Suh material smo zmleli v centrifugalnem mlinu ter vzorce shranili pri sobni
temperaturi.

- g’ -~ <
Slika 6: Lonéni poskus z kitajskim zeljem (B.
3.4.3 Rastlinski razklop

< e
rapa)

Suh in zmlet material smo razklopili v zlatotopki. 0,6 g vzorca smo zatehtali v
polipropilensko posodo, prelili z 6,5 mL HNOj ter toplotno obdelali v mikrovalovnem
sistemu. Program poteka tako, da najprej vzorce iz sobne temperature segrejemo na 200°C,
program to temperaturo vzdrzuje 10 minut, potem sledi 45 minutno hlajenje. Po kon¢nem
razklopu smo raztopino prelili v 10 mL steklene bucke in jih dopolnili z destilirano vodo.
Vzorce smo analizirali z FAAS.
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3.5UBM TEST

Za oceno oralne biodostopnosti potencialno nevarnih kovin v ¢loveski organizem smo
izvedli t.i. UBM test (UBM procedure ..., 2012; Wragg in sod., 2011). Protokol vsebuje
dva vzporedna postopka ekstrakcije in simulira kemijske procese, ki se odvijajo v ustih,
zelodcu in ¢revesju, z uporabo sinteti¢nih prebavnih raztopin in upostevanjem zadrzevalnih
casov. UBM postopek simulira ¢loveski gastro-intestinalni trakt skozi 3 razlicne stopnje:
usta (5 min), Zelodec(l h) in cérevesje (4 h). Za vsak talni vzorec pridobimo dve
biodostopni frakciji: prvo po izteku zelodéne faze in drugo na koncu Crevesne faze.
Izmerili smo samo drugo frakcijo. Med prvo ekstrakcijo, ki simulira Zelodéno fazo, smo
presejane (< 250 um) suhe talne vzorce (0,6 g) prelili z 9 mL raztopine umetne sline (pH
6,5 =+ 0,5). Po ro¢nem stresanju vzorcev (10 s), smo dodali 13,5 mL Zelod¢ne raztopine (pH
1,1£0,1) in pH raztopine v vzorcih uravnali na vrednost 1,2+0,05 s 37 % HCl in 1 M
NaOH. Vzorce smo inkubirali 1 h pri 37 °C na rotacijskem mesSalniku (simulacija Zelodéne
peristaltike). Ker mora biti kon¢na vrednost pH po izteku inkubacije v obmocju 1,2-1,5
smo med 1 h inkubacijo umerjali pH tako, da smo vzorcem po 5, 10, 15, 30 in 45 minutah
z 37 % HCI uravnavali pH vrednost. Po izteku inkubacije smo preverili pH. V kolikor je
bil v obmod¢ju 1,2-1,5, smo nadaljevali postopek, sicer smo vzorec zavrgli. Za simulacijo
¢revesne faze smo uporabili pripravljene vzorce za dolocanje zelod¢ne frakcije, ki smo jim
dodali 27 mL umetne ¢revesne raztopine (pH 7,4+0,2) in 9 mL umetne zol¢ne raztopine
(8,0+0,2) ter pH suspenzije uravnali na 6,3+0,5. Vzorce smo 4 h inkubirali na rotacijskem
meSalu v vodni kopeli s temperaturo 37 °C. Po izteku inkubacije smo suspenzijo
centrifugirali (15 min pri 4500 rpm) in centrifugat do opravljanja meritev shranili pri
temperaturi pod 4°C. Vsak vzorec smo izvedli v treh ponovitvah, pripravili smo tudi slepi
vzorec.

\V/zorce smo nato analizirali z FAAS.

3.6 STANDARDNI OPERATIVNI POSTOPEK ZA IN VITRO BIODOSTOPNOST
SVINCA V TLEH (SOP)

Za dodatno preverjanje oralne biodostopnosti svinca, cinka in kadmija smo uporabili SOP
za in vitro biodostopnost svinca v tleh (Standard Operating Procedure ..., EPA, 2012). In
vitro test je potekal v 0,4 M raztopini glicina, ki smo ji z HCI pH vrednost nastavili na 1,5
+ 0,5. Uporabili smo 0,4 g suhih in presejanih (<250 pm) tal v 40 mL 0,4 M raztopine
glicina. Vzorce smo inkubirali 1 h pri 37 °C na rotacijskem meSalniku. Po koncu
inkubacije smo vzorcem preverili pH vrednost. Vrednost pH je morala biti med 1,0 — 2,0,
¢e ne smo vzorce zavrgli. Iz vzorcev, ki so imeli ustrezen pH, smo s pomocjo brizge
odvzeli 20 mL tekocine ter jo prefilitrali ¢ez 0,45 pum fiter. V teko¢ino smo dodali 0,5 mL
HNO3 ter vzorce shranili na 4°C.

Vzorce smo analizirali z FAAS. Iz rezultatov svinca smo izracunali IVBA (in vitro
biodosegljivost), RBA (relativna biodosegljivost) in ABA (absolutna biodosegljivost).
Vrednost ABA smo vstavili v prosto dostopen IEUBK model, ki napove, kolikSna naj bi
bila koncentracija svinca v krvi otrok, ki Zivijo na s Pb onesnazenem okolju. (Standard
Operating Procedure ..., EPA, 2008)
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3.7 BIODOSEGLJIVOST V KOPENSKIH RAKIH ENAKONOZCIH Porcellio scaber
3.7.1 Nabiranje zivali in priprava tal

Poskusne Zivali smo nabrali na vrtu ob hisi na Cesti Toneta Tomsi¢a 27 na Jesenicah.
Prestavili smo jih v stekleni terarij, kjer smo jih gojili na temperaturi 22-23°C in visoki
vlaznosti, ki smo jo vzdrzevali s Skropljenjem z destilirano vodo ter jih hranili z
neonesnazenim suhim listjem. Vzorce tal smo posusili pri 40°C ter jih presejali ¢ez 2 mm
sito. Na zacCetku poskusa smo v enolitrske plasticne posode dodali 300 mL posameznih
vzorcev tal ter polovico teh tal navlazili z 25 mL destilirane vode ter z destilirano vodo
naprsili pokrov posode. Zivali, s katerimi smo dologevali naravno ozadje kovin v njih, smo
nabrali na isti lokaciji 2 leti kasneje.

3.7.2 Gojenje Zivali na vzorcih tal

V vsako posodo smo dodali 10 odraslih osebkov s tezo med 24 in 94 mg ter jih 14 dni pri
sobni temperaturi gojili na vzorcih tal. Vsak drugi dan smo preverjali prezivelost rakov ter
po potrebi dodajali destilirano vodo ter tako vzdrzevali ustrezno vlago.

Po koncu 14 dnevnega poskusa smo testne osebke za 24 ur prestavili v plasti¢no petrijevko
s suhim neonesnazenim listjem, da so iz ¢revesja izpraznili ostanke prsti. Osebke smo nato
lo¢eno vsakega posebej prenesli v plastiéne epice ter jih prestavili za 4 h na 4°C, s ¢imer
smo zagotovili anesteziji podoben u¢inek. Nato smo jih zmrznili pri -20°C ter liofilizirali.

3.7.3 Kislinski razklop Zivali

Tako pripravljene rake smo prenesli v kvaréne mikrovalovne inserte ter jih prelili s 500 pL.
65 % HNOj3. Nato smo v mikrovalovnem sistemu izvedli razklop. Program je potekal tako,
da je najprej vzorce s sobne temperature segrel na 180°C, nato je to temperaturo vzdrzeval
10 minut, potem je sledilo 45-minutno hlajenje do 60°C. Po konénem razklopu smo
raztopine prelili v 10 mL steklene epruvete in jih dopolnili z destilirano vodo do 3 mL.
Vzorce smo nato analizirali s FAAS.

3.8 STATISTICNE METODE

Za obdelavo podatkov smo uporabili program Microsoft Excel.

3.9 ANALITSKE METODE

3.9.1 Merjenje pH

Vrednost pH tal smo dolocali po metodi: SIST ISO 10390:1996. Gre za elektrometri¢no

meritev aktivnosti H*-inov v suspenziji tal z raztopino 0,01 mol/L kalcijevega klorida v
volumskem razmerju 1 : 5.
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3.9.2 Dolocanje organske snovi in teksturnega razreda

Teksturni razred so dolo¢ili na Centru za pedologijo in varstvo okolja s sedimentacijsko
pipetno metodo (Fiedler in sod. 1964). Prav tako pa tudi delez organske snovi, ki so jo
dolo¢ili s titracijo po Walkley-Blacku (SIST 1SO 14235, 1998).

3.9.3 Dolocanje karbonatov

Karbonate v tleh smo dolocili z volumetricnim postopkom po Schieblerju (SIST ISO
10963, 1995).
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4 REZULTATI
4.1 PEDOLOSKE LASTNOSTI TAL

V preglednicah 2 in 3 so predstavljene osnovne pedoloske lastnosti originalnih in
remediranih tal, kot so vrednot pH, delez organske snovi, delez karbonatov ter tekstura tal.

Preglednica 2: Pedoloske lastnosti originalnih vzorcev tal

Oznaka . Vrednost pH Orgr?gska Karbonati . Tek.stura

vzorca tal (%) (%) Glina (%) Melj (%) Pesek (%)
1 6.79 + 0.02 11,52 21 8 38 54
2 7.19+0.02 17,68 38 7 38 55
3 7.24 +0.01 7,3 27 11 54 35
4 7.38+0.02 6,03 27 19 45 36
5 7.54 +0.02 16,67 62 6 43 51
6 7.42+0.02 5,09 5 15 57 28
7 7.07 £ 0.02 7,72 24 4 30 66
8 6.90 + 0.02 13,3 41 8 42 50
9 7.08 = 0.02 8,91 8 7 36 57
10 7.07 +0.01 10,78 21 9 35 56

*glej podpoglavje 3.1

Preglednica 3: Pedoloske lastnosti remediranih vzorcev tal

Tekstura
Oznaka Organska Karbonati _
tal* Vrednost pH snov %) Glina o .

vzorca (%) %) Melj (%) Pesek (%)

1 7.22+£0.02 8,17 21 6 40 54

2 7.27+£0.01 17,34 31 8 68 24

3 7.55+0.01 7,23 27 11 62 27

4 7.23£0.02 4,89 27 19 41 40

5 7.34+£0.01 11,25 46 5 50 45

6 7.47+£0.02 4,35 0 11 67 22

7 7.49 £0.02 7,1 24 10 25 65

8 7.27+£0.01 11,85 37 11 63 26

9 7.56 £0.02 8,71 8 8 50 42

10 7.12£0.02 9,71 15 11 42 47

*glej podpoglavje 3.1
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4.2 VSEBNOST KOVIN V TLEH PRED IN PO REMEDIACUI

V preglednicah 4, 5 in 6 in slikah 7, 8, 9 so predstavljene koncentracije potencialno
nevarnih kovin v mg kg* (Pb, Zn in Cd) v remediranih in originalnih tleh. Poleg
koncentracije potencialno nevarnih kovin, je predstavljen odstotek odstranitve (%).

Preglednica 4: Koncentracija Pb (mg kg™) v tleh pred in po remediaciji in odstotek odstranitve Pb iz tal

Koncentracija Pb v Koncentracija Pb v .
Oznaka o S Odstranitev
- originalnih tleh remediranih tleh
vzorca tal -1 1 (%)
(mg kg™) (mg kg™)
1 1851 + 86 8308 55
2 2078 £ 27 1107 £52 47
3 874 £20 351+£5 60
4 2675+ 113 1188 £15 56
5 1561 + 35 860 + 20 45
6 1162+ 36 4977 57
7 3580+ 17 1662 + 335 54
8 6441 £212 3035+ 191 53
9 1195+ 39 664 + 31 44
10 1725 + &9 586+ 18 66
*glej podpoglavije 3.1
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Slika 7: Koncentracija Pb v tleh pred in po remediaicji. Crki “a” in “b” oznacujeta statisti¢no razliko med
koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test (p<0,05), povprecje
+ standardna deviacija (N=3)
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Preglednica 5: Koncentracija Zn (mg kg™) v tleh pred in po remediaciji in odstotek odstranitve Zn iz tal

Koncentracija Zn v Koncentracija Zn v Odstranitev
Oznaka tal* originalnih tleh remediranih tleh (%)
(mg kg™) (mg kg™)

1 2241+ 14 1578 £ 56 30

2 2036 + 24 1097 + 77 46

3 934 + 38 884 +13 5

4 1560 + 33 1195+ 36 23

5 1351 £ 62 1205 + 45 11

6 3888 £ 97 3288 +£43 15

7 2680 £ 26 20177 25

8 7946 + 272 4752 + 345 40

9 1065 £ 17 915+ 35 14

10 4367+ 112 1929 £ 53 56

*glej podpoglavje 3.1
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Slika 8: Koncentracija Zn v tleh pred in po remediaciji. Crki “a” in “b” oznacujeta statisti¢no zna¢ilno razliko
med koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test (p<0,05),
povprecje + standardna deviacija (n=3). (Za razlago oznake vzorca glej podpoglavje 3.1).
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Preglednica 6: Koncentracija Cd (mg kg™) v tleh pred in po remediaciji in odstotek odstranitve Cd iz tal
Oznaka Kon_ce_ntrac_ua Cdv Koncengrac!ja Cdv Odstranitev
tal* orlglnalnlhltleh remedlranl_fl tleh (%)
(mg kg™) (mg kg™)
1 16,5+ 0,6 12,5+ 1,1 24
2 11,0+£0,2 6,0+0,3 45
3 8,8+0,8 7,8+1,1 11
4 17,0 £0,1 8,0+0,2 53
5 10,0 £0,1 7,0+£0,1 30
6 8,0+0,1 5,0+0,1 38
7 18,0+ 0,9 10,0+ 0,3 44
8 28,5+2,2 129+1,7 55
9 6,0+0,1 4,0+0,1 33
10 29,0+ 1,0 10,0 £0,2 66
*glej podpoglavje 3.1
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Slika 9: Koncentracija Cd v tleh pred in po remediaicji. Crki

Oznaka vzorca tal

[I¥RT)

a” in “b” oznacujeta statisti¢no znacilno razliko

med koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test (p<0,05),

povpre¢je + standardna deviacija (n=3). (Za razlago oznake vzorca glej podpoglavje 3.1).
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4.3 ORALNA BIODOSEGLJIVOST Pb, Zn IN Cd
4.3.1 Oralna biodosegljivost potencialno nevarnih kovin iz tal v ¢revesni fazi
Rezultati pridobljeni z UBM testom so prikazani na slikah 10, 11, 12. Na slikah so

predstavljene biodostopne koncentracije potencialno nevarnih kovin (Pb, Zn in Cd) v
simulirani ¢revesni fazi v tleh pred in po remediaciji.

400 7 moOriginalna tla
B Remedirana tla
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Slika 10: Biodostopna koncentracija Pb v tleh. Crki “a” in “b” oznadujeta statisti¢no znacilno razliko med
biodostopnimi koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test
(p<0,05), povprecje + standardna deviacija (n=3). (Za razlago oznake vzorca glej podpoglavje 3.1).
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Slika 11: Biodostopna koncentracija Zn v tleh. Crki “a” in “b” oznadujeta statisti¢no znaéilno razliko med
biodostopnimi koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test
(p<0,05), povprecje + standardna deviacija (n=3). (Za razlago oznake vzorca glej podpoglavje 3.1).
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Slika 12: Biodostopna koncentracija Cd v tleh. Crki “a” in “b” oznadujeta statisti¢no znaéilno razliko med
biodostopnimi koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test
(p<0,05), povprecje + standardna deviacija (n=3). PMD — pod mejo detekcije. (Za razlago oznake vzorca glej
podpoglavje 3.1).
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4.3.2 Oralna biodosegljivost potencialno nevarnih kovin v tleh v Zelod¢ni fazi

Na slikah 13, 14, 15 so predstavljene koncentracije potencialno nevarnih kovin (Pb, Zn in
Cd), ki so bile dosegljive iz tal v simulirani zelod¢ni fazi po SOP postopku za tla pred in
po remediaciji. V preglednici 7, je podana verjetna vsebnost Pb v krvi 3 letnega otroka (nug
dL™), &e bi ta Zivel v okolju, kjer bi bila prisotna tla pred in po remediaciji. Vsebnost Pb v
krvi je bila izracunana z IEUBK modelom.

7000 1 moriginaina tla

6000 - B Remedirana tla

H-o

5000 A
4000 -

3000 - b

2000 A

a
a
a
b b 2 b a a
1000 1| |b a rﬁ ab 0
: I I [
. 2
1 2 3 4 5 6

7 8 9 10

Koncentracija Pb (mg kg-1 tal)

Oznaka vzorca tal

Slika 13: Biodosegljiva koncentracija Pb v tleh. Crki “a” in “b” oznadujeta statisti¢no znaéilno razliko med
biodostopnimi koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test
(p<0,05), povprecje + standardna deviacija (n=3). (Za razlago oznake vzorca glej podpoglavje 3.1).
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Slika 14: Biodosegljiva koncentracija Zn v tleh. Crki “a” in “b” oznalujeta statistiéno znaéilno razliko med
biodostopnimi koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test
(p<0,05), povprecje + standardna deviacija (n=3). (Za razlago oznake vzorca glej podpoglavje 3.1).
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Slika 15: Biodosegljiva koncentracija Cd v tleh. Crki “a” in “b” oznalujeta statistiéno zna&ilno razliko med

biodostopnimi koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test
(p<0,05), povprecje + standardna deviacija (n=3). (Za razlago oznake vzorca glej podpoglavje 3.1).
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Preglednica 7: Verjetna koncentracija Pb v krvi otroka (IEUBK model)
ug Pb dL™ krvi otroka

Oznaka tal*  Originalna

tla Remedirana tla

1 17,6 10
2 20,2 13,2
3 10,2 4,5
4 23,3 13,3
5 16,6 9,8
6 12,5 6,5
7 27,5 15,1
8 37,8 24,7
9 12,8 7

10 15,3 6,1

*glej podpoglavije 3.1

4.4 BIODOSEGLJIVOST Pb, Zn in Cd V TESTNI RASTLINI Brassica rapa var.
chinensis

V preglednicah 8, 9 in 10 so predstavljene koncentracije potencialno nevarnih kovin Pb,
Zn in Cd v nadzemnih delih testne rastline B. rapa gojene na remediranih ali originalnih
tleh.

Preglednica 8: Koncentracija Pb v B. rapa

Oznaka tal° Orig_ilnalna tlav TF Remggirana tlévl TF
(mg kg~ suhe teze) (rastlina/tla) (mg kg~ suhe teze) (rastlina/tla)
1 2,0* 0,001 1,9* 0,002
2 3,0£0,2 0,001 PMD 0,000
3 PMD 0,0000 PMD 0,000
4 29+0,4 0,001 2,1* 0,002
5 1,8+0,1 0,001 PMD 0,000
6 PMD 0,000 PMD 0,000
7 10,9 £ 2,1 0,003 2,0* 0,001
8 17,4+3.2 0,003 2,1* 0,001
9 PMD 0,0000 PMD 0,000
10 1,9* 0,003 1,7* 0,001

*Meritev enega vzorca (druga dva sta pod mejo detekcije)
°glej podpoglavje 3.1
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Preglednica 9: Koncentracija Zn v B. rapa. Crki “a” in “b” oznalujeta statisti¢no znacilno razliko med
biodostopnimi koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test
(p<0,05), povprecje + standardna deviacija (n=3).

Oznaka tal° Origi_r11alna tlav 'I"F Reme_?irana tI% '!'F
(mg kg™ suhe teze) (rastlina/tla) (mg kg™ suhe teze) (rastlina/tla)
1 207,9 +22,7 0,09 ©140,0 + 14,6 0,09
2 28,2 +53 0,06 b84,3 +6,5 0,08
3 473+2,0 0,05 49,0 + 3,1 0,06
4 360,0 + 2,6 0,04 922 + 8,5 0,08
5 94,6 +3,8 0,07 2922 +5,1 0,08
6 56,6 £ 2,5 0,01 68,1+ 6,1 0,02
7 117,8 + 3,7 0,04 *113,5+2,0 0,06
8 3515,1 21,8 0,06 b137,0+ 19,6 0,03
9 855,4+5,5 0,05 48,5+ 4,7 0,05
10 2140,3+ 12,2 0,03 139,2+9,2 0,07

°glej podpoglavje 3.1

Preglednica 10: Koncentracija Cd v B. rapa. Crki “a” in “b” oznalujeta statisti¢no znaéilno razliko med
biodostopnimi koncentracijami kovine med originalnimi in remediranimi tlemi glede na Studentov t-test
(p<0,05), povprecje + standardna deviacija (n=3).

Oznaka tal° Origi_TaIna tlav '!'F Reme_?irana tlal '!'F
(mg kg suhe teze) (rastlina/tla) (mg kg~ suhe teze) (rastlina/tla)
1 21,9+0,1 0,18 81,6+0,2 0,12
2 31240,1 0,19 ®0,8 + 0,1 0,17
3 4,1 +0,1 0,13 20,7 £ 0,1 0,10
4 9.1+0,2 0,13 ®1,6+0,1 0,18
5 33+0,1 0,14 20,9 £ 0,0 0,14
6 2,9+0,3 0,24 ®1,5+0,1 0,33
7 .1+0,2 0,17 1,0 0,0 0,14
8 923+0,2 0,14 ®1,5+0,2 0,06
9 31+0,1 0,17 b1.4+0,1 0,18
10 39+0,2 0,07 0,8 + 0,0 0,16

°glej podpoglavje 3.1

4.5 BIODOSEGLIIVOST Pb, Zn IN Cd V TESTNIH TALNIH ZIVALIH Porcellio
scaber

Na slikah od 16 do 18 so predstavljene koncentracije potencialno nevarnih kovin (Pb, Zn
in Cd) v telesih kopenskih rakov P. scaber, ki smo jih za 14 dni izpostavili remediiranim in
originalnim tlom. Na slikah sta oznacena mediana in povpre¢je koncentracij v rakih za
posamezna tla. V preglednici 11 so predstavljeni rezultati statisticne primerjave vsebnosti
potencialno nevarnih kovin v telesu rakov (P. scaber) izpostavljenim tlom pred in po
remediaciji, ki smo jih pridobili z Studentovim t-testom.
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Slika 16: Koncentracija Pb v telesu rakov P. scaber po gojenju na vzorcih tal (oznaka N pomeni
koncentracija Pb v kontroli, oznaka O pomeni originalna tla ter oznaka R remedirana tla. Za razlago oznake
tal glej podpoglavje 3.1.)

i
)
|

400 1 =—Mediana
=Povpredje

350 A o
>
2 o
< o 300 A
S ®
gE 250 1 o
- O o]
8 c e
>§ ZOO-Q 1) &
N 2 8 °of Cio o Hegig °
T2 052, 8. gooe¥0f g
EE k8 g O o ok ogt
S 100 { o % o , o
22 8 ?8%%1%§fo %§ Tsd
O3 50 A ° °:ig
C\_/
o o
x 0

N O RAO RAO RAO RAO R,O RAO RAO RAO RAO R,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Oznaka tal

Slika 17: Koncentracija Zn v telesu rakov P. scaber po gojenju na vzorcih tal (oznaka N pomeni
koncentracija Zn v kontroli, oznaka O pomeni originalna tla ter oznaka R remedirana tla. Za razlago oznake
tal glej podpoglavje 3.1.)
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Slika 18: Koncentracija Cd v telesu rakov P. scaber po gojenju na vzorcih tal (oznaka N pomeni
koncentracija Cd v kontroli, oznaka O pomeni originalna tla ter oznaka R remedirana tla. Za razlago oznake
tal glej podpoglavje 3.1.)

Preglednica 11: Rezultati statistiéne primerjave vsebnosti Cd, Pb in Zn v telesu rakov P. scaber,
izpostavljenih remediranim in originalnim tlom, z Studentovim t-testom.

Primerjava koncentracij kovin v telesu rakov P. scaber, p-vrednosti za posamezno kovino
izpostavljenih remediranim in originalnim tlom (Studentov t-test)
Pb Zn Cd
Ol & R1 N/A 0,871 N/A
02 < R2 N/A 0,121 N/A
03 <R3 N/A 0,194 N/A
04 — R4 N/A 0,002 0,0126
05 < R5 N/A 0,217 N/A
06 «— R6 N/A 0,833 N/A
07 < R7 0,0339 0,723 N/A
08 < R8 N/A 0,009 N/A
09 < R9 N/A 0,045 N/A
010 < R10 0,4476 0,196 0,2158

Opomba: Crka O oznaduje originalna tla, érka R pa ista tla po remediaciji.
NA — premalo rezultatov nad mejo detekcije in/ali kvantifikacije za statisti¢no analizo.
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5 RAZPRAVA
5.1 SPLOSNE LASTNOSTI VZORCEV TAL

Koncentracija potencialno nevarnih kovin v vzorcih tal

Koncentracije potencialno nevarnih kovin v naSih originalnih vzorcih tal so mo¢no
presezene, saj veCina vzorcev pri vseh treh potencialno nevarnih kovinah, ki smo jih
analizirali, presega kritino vrednost snovi v tleh, ki je dolocena z Uredbo o mejnih,
opozorilnih in kriti¢nih imisijskih vrednostih nevarnih snovi v tleh. Edino tla z oznako 3,6
in 9 pri koncentraciji Cd ne presegajo kriticne vrednosti, ampak zgolj opozorilno. Najbolj
onesnazen vzorec tal z oznako 8 kriti¢ne emisijske vrednosti, dolo¢ene z uredbo, za Pb, Zn
in Cd presega za kar 12-krat, 11-krat in 2,4-krat. Najnizja izmerjena koncentracija Pb v
nasih vzorcih je 874, Zn 934 ter Cd 6,0 mg kg™ suhih tal. Kriti¢na mejna emisijska
vrednost v tleh za Pb, Zn in Cd pa je 530, 720 in 12 mg kg™ suhih tal (Uredba o mejnih
...). Ce pogledamo razlago kriti¢ne emisijske vrednosti v uredbi, se ta glasi: »Kriti¢na
vrednost je gostota posamezne nevarne snovi v tleh, pri kateri zaradi Skodljivih u¢inkov ali
vplivov na ¢loveka in okolje onesnazena tla niso primerna za pridelavo rastlin, namenjenih
prehrani ljudi ali zivali ter za zadrZevanje ali filtriranje vode.« Torej ve¢ina nasih vzorcev
tal glede na uredbo ni primerna za nadaljnjo uporabo. S postopkom remediacije smo uspeli
iz tal odstraniti 44-66 % celokupnega Pb, 5-56 % celokupnega Zn in 11-66 %
celokupnega Cd. Vzrok nizjega procenta odstranitve Zn lahko pripiSemo temu, da so
kovine v tleh razli¢no vezane na talne komplekse in ocitno je Zn pri dolocenih tleh vezan
na tezje dostopne frakcije v tleh (Udovi¢ in Lestan, 2009).

Tako smo pri dveh vzorcih tal (3 in 6) dosegli znizanje koncentracij Pb pod kriti¢no mejo,
koncentracija Zn je pri vseh vzorcih ostala nad kriti¢cno mejo, koncentracija Cd pa je nad
kritiéno ostala zgolj pri vzorcih 8 in 1. Remediacija je torej zmanjSala celokupne
koncentracije potencialno nevarnih kovin v tleh, vendar glede na slovensko zakonodajo te
Se vedno presegajo kriticne vrednosti le-te. Tla po slovenski zakonodaji zato $e vedno niso
primerna za uporabo, kajti slovenska zakonodaja uposteva zgolj celokupne koncentracije
potencialno nevarnih kovin v tleh in ne biodosegljive koncentracije potencialno nevarnih
kovin v tleh. Biodostopen del celokupne koncentracije potencialno nevarne kovine v tleh je
namrec tisti, ki nam pove, koliko potencialno nevarne kovine lahko organizem prevzame in
nam bolj natan¢no oriSe nevarnost pri uporabi teh tal (Finzgar in Lestan, 2008).

Delez organske snovi in karbonatov ter pH tal

V procesu remediacije EDTA vpliva tudi na strukturo tal in posledi¢no tudi na raztapljanje
organske snovi in karbonatov (Jelusi¢ in Lestan, 2013). Zato imamo pri dolo¢enih vzorcih
tal 2, 5, 6, 8 in 10 nizji procent karbonatov v remediranih tleh kot pri originalnih, pri
ostalih vzorcih je procent ostal enak. Pri procentu organske snovi se nam je v ve€ini tal
znizal, vendar pri nekaterih vzorcih je ta razlika zelo minimalna, par procentov. Tako lahko
zaklju¢imo, da remediacija ni imela veéjega vpliva na procent organske snovi in
karbonatov v tleh. pH tal se je pri vecini rahlo povecal, kar bi lahko pripisali izpiranju
huminskih in fulvo kislin. Fulvo kisline oziroma depolimerizacija njihovih agregatov pa bi
lahko bila tudi posledica zniZzanja pH pri vzorcih tal 4 in 5. Organske komponente med
sabo veZejo kovinski ioni, najpogostejsi je Fe>*. Pri remediaciji uporabljamo natrijev
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EDTA, Fe** se veze na EDTA in zamenja Na*, ki kot monovalenti kation nima enako
velike ionske jakosti, da bi Se naprej zdruzeval organske komponente, zato agregati
depolimerizirajo, organska snov pa se lahko izpira. Pri tleh, kjer je koli¢ina organske snovi
velika (tla 5), in je po navadi posledicno tudi vecja koli¢ina fulvo kislin, ki ob
depolimerzaciji struktur oddajajo H" ione na EDTA, se zniza pH (Hao in sod., 2001 in
Lestan, 2011).

5.2 BIODOSEGLIIVOST KOVIN ZA CLOVEKA (in vitro metoda)

Za doloc¢anje biodosegljivosti kovin smo uporabili dve in vitro metodi. Prva UBM metoda
uporablja ekstrakcijski medij, ki posnema kemijsko okolje v zZelod¢no-Crevesnem
¢loveskem sistemu, medtem ko druga metoda SOP za in vitro dolocanje biodostopnosti
svinca v tleh uposteva zgolj fiziolosko relevanten pH v zelodcu in uporablja glicinski pufer
kot ekstrakcijski medij (Wragg in sod., 2011).

S tema metodama dolo¢imo oralno biodostopnost potencialno nevarnih kovin v zelod¢ni in
¢revesni fazi. PomembnejSa je oralna biodostopnost v ¢revesni fazi, ki se nanaSa na
maksimalno koli¢ino potencialno nevarnih kovin, ki se lahko sprosti iz tal v prebavne
sokove in je na razpolago za absorpcijo skozi ¢revesni epitel. To dolo¢amo z UBM testom,
ki nam dolo¢i koncentracijo v c¢revesni fazi. Pomembnejsa od biodostopnostne je
biorazpolozljiva frakcija potencialno nevarnih kovin, ta namre¢ doseze sistemski krvni
obtok in je dejanska koncentracija potencialno nevarnih kovin, ki lahko vpliva na ¢loveka.
Ampak, ker vemo, da je biodosegljivost eden glavnih limitirajo¢ih faktorjev za
biorazpolozljivost, ga uporabljamo kot enega glavnih parametrov pri dolo¢anju nevarnosti
vnosa potencialno nevarnih kovin v ¢loveka (Wragg in sod., 2011).

Nasi rezultati za UBM metodo kazejo, da se je biodosegljivost potencialno nevarnih kovin
v na$ih vzorcih pri ve¢ini zmanjsala, razen za biodostopnost Zn pri vzorcih z oznako 4,5 in
6, kjer se je rahlo povecala. Pri sami UBM metodi je zelo pomembno uravnavanje
vrednosti pH v zelod¢ni fazi, saj ta mocno vpliva na kon¢no biodosegljivost potencialno
nevarnih kovin (Wragg in sod., 2011). Meziska tla, ki smo jih uporabljali pri analizi,
vsebujejo veliko karbonatov, ki vplivajo na vrednost pH. Ta tla so zato zelo problemati¢na
za analizo, saj je uravnavanje pH pri UBM metodi tezko, kajti meje odstopanja konéne pH
vrednosti v modelu so nizke, sam postopek kisanja pa je zelo subjektiven in tezko
ponovljiv. Vseeno rezultati na slikah 10, 11 in 12 kaZejo na zmanj$anje biodosegljivosti Pb
od 17 do 95 %, Zn od 40 do 90 % in Cd od 40 do 99 %. Tudi pri drugi metodi SOP smo
izmerili znizanje biolosko dostopne koncentracije potencialno nevarnih kovin. Rezultati na
slikah 13, 14 in 15 kazejo na zmanjSanje biolosko dosegljive koncentracije Pb od 48 do
72 %, Zn od 25 do 65 % in Cd od 40 do 69 %. Merjenje in dolocanje biodostopnosti
potencialno nevarnih kovin za c¢loveka je pomembnejSe od merjenja celokupnih
koncentracij potencialno nevarnih kovin v tleh. Kajti sele rezultati modelov za dolocanje
biodostopnosti kovin v ¢revesni fazi nam pokazejo, kakSna je resni¢na nevarnost za
populacijo, saj le biodostopen del potencialno nevarnih kovin iz tal lahko vstopa v stik z
organizmom in mu Skoduje (Zia in sod., 2011).
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Poleg obeh metod za dolocanje biodostopnosti potencialno nevarnih kovin smo podatke iz
drugega testa SOP prenesli v model IEUBK. Model IEUBK je eden najbolj izpopolnjenih
modelov, ki se uporabljajo. Model na podlagi vnesenih podatkov o izpostavljenosti svincu
iz razli¢nih virov izrauna najverjetnejSo vsebnost svinca v krvi otrok (Ivartnik in Erzen,
2009). Nasi rezultati kazejo, da imajo otroci, ki zivijo v okolju, kjer smo vzeli vzorce tal,
veliko verjetnost preseZzene koncentracije svinca v krvi, kajti niti pri enih originalnih tleh
najverjetnejSa koncentracija svinca v krvi otroka, ki bi Zivel na podro¢ju s temi tlemi, ni
pod dolo¢eno zakonsko mejo 10 pg dL™, kaj Sele pod priporoceno mejo 5 pg dL™. Pri
remediranih vzorcih tal se je najverjetnejSa koncentracija Pb v krvi otroka zmanjsala

35-60 % in pri 6 vzorcih padla pod mejo 10 pg dL™.

5.3 BIODOSEGLJIVOST POTENCIALNO NEVARNIH KOVIN ZA RASTLINE
(poskus z Brassica rapa var chinensis)

Prehranjevanje ljudi z rastlinami, ki so gojene na onesnazenih tleh, je ena
najpomembnejSih poti vnosa potencialno nevarnih kovin v prehranjevalno verigo. Za
nekatere posameznike je namre¢ vrtnarjenje ena od moznosti, da si sami pridelajo svezo
zelenjavo in tako zmanjsajo tudi stroske, ki jih namenjajo za nakup hrane (Sipter in sod.,
2008). Z remediacijo lahko uspe$no zmanj$samo vnos potencialno nevarnih kovin v rastline
(Jelusic in sod., 2014). Nasi rezultati so primerljivi z rezultati, ki so jih objavili JeluSic in
sod. (2014). Koncentracije Pb v nadzemnih delih kitajskega zelja, gojenega na originalnih
tleh so med 0-17 mg kg™ suhe mase, Zn med 47,3-515,1 mg kg* suhe mase in Cd 1,1-3,9
mg kg™’ suhe mase. Koncentracije v nadzemnih delih kitajskega zelja, gojenega na
remediranih tleh, pa za Pb med 0-2,1 mg kg™ suhe mase, Zn med 48,5-139,2 mg kg™ suhe
mase in Cd med 0,7-1,6 mg kg™ suhe mase. Pri gojenju rastlin na remediranih tleh nismo
dobili statisticno znacilnih rezultatov koncentracije Pb v rastlinah. Pri vecini rastlin je
koncentracija Pb pod mejo detekcije. Zanimivo je, da pri 3 vzorcih z najnizjo koncentracijo
Pb v tleh niti pri gojenju v originalnih tleh v zelju nismo zaznali merljivih koncentracij Pb.
Nasi rezultati kaZejo na to, da sta v tleh Cd in Zn bolj mobilna od Pb, podobno so ugotovili
tudi ze Ullrich in sod. (1999) ter Sipter in sod. (2008). Ullrich in sod. (1999) so odkrili tudi
dejstvo, da se fitodostopnost Pb, Zn in Cd v zgornjih delih tal spH vrednostjo med 5 in 7
razporedijo po zaporedju Cd, Zn in Pb. To kazejo tudi rezultati TF rastiina/tia V preglednicah

........

evee

tleh, kar lahko kaze na to, da so rastline slabo sprejemale kovine v nadzemne dele, za
podzemne dele namre¢ nimamo podatkov. Rastline namre¢ veéino potencialno nevarnih
kovin zadrzijo v koreninah (Manara, 2012). Mogoce smo posadili tak kultivar, ki vsrkava
zelo malo svinca v nadzemne dele (Liu in sod., 2010) ali pa je Pb v tleh vezan na talne
frakcije, ki so rastlinam manj dostopne (Sharma in Dubey, 2005) in je zato vnos kovin v
rastline niZji.

Vecino kitajskega zelja, ki smo ga pridelali, je po zakonodaji (Uredba 1881/2006)
primeren za uZivanje, kajti koncentracije Pb so niZje od 0,3 mg kg™ mokre teze, razen pri
gojenju rastlin na vzorcih 7 in 8, kjer so koncentracije 3-krat preseZene. Prav tako je tudi
pri Cd vegino vzorcev pod zakonsko dolo¢eno mejo 0,2 mg kg™ mokre teZe, razen vzorcev
7 in 8, kjer je koncentracija 1-krat presezena. Na$i rezultati kaZzejo na to, da
fitodosegljivost za naSe testne rastline v naSih originalnih vzorcih tal, razen pri dveh
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najbolj onesnazenih vzorcih (7 in 8), ni problemati¢na. Smo pa z remediacijo uspeli
zmanj$ati tudi fitodosegljivost pri vzorcih 7 in 8. Je pa zanimivo, da je faktor transporta
med rastlino in tlemi za vse tri kovine ostal priblizno enak, kar kaze na to, da v tleh ostaja
neko Kkonstantno razmerje med biolosko nedostopnimi in biolosko dostopnimi
koncentracijami Pb, Zn in Cd v originalnih in remediranih tleh (Udovi¢ in sod., 2009).

5.4 BIODOSEGLJIVOST POTENCIALNO NEVARNIH KOVIN ZA TALNE ZIVALI
(poskus s Porcellio scaber)

Talni organizmi Porcellio scaber jedo ostanke rastlin, ki so navadno pomesani s tlemi. V
nasem poskusu smo jih gojili zgolj na tleh brez dodatkov rastlinskega materiala, vendar so
bila to veCinoma vrtna tla in zato bogata z organsko snovjo. Zaradi nizkih mej
kvantifikacije in detekcije pri plamenskem atomskem spektrofotometru nismo dobili veliko
podatkov o koncentraciji kovin v rakih. 1z rezultatov na slikah 16, 17 in 18 lahko vidimo,
da so koncentracije kovin v rakih, ki so bili izpostavljeni dolo¢enim originalnim tlom pod
mejama detekcije in/ali kvantifikacije. Pri Pb so to tla z oznako 1, 3 in 5, priCd 1, 3, 5, 6
in 9. Iz tega lahko sklepamo, da je velika vecina kovine v tleh vezana na tezje dostopne
frakcije tal in zato biolosko nedosegljiva za talne zivali v nasem poskusu.

Iz rezultatov na sliki 16 lahko vidimo, da sta za statisticno analizo koncentracije Pb v rakih
primerna zgolj dva vzorca tal in sicer 7 in 10, pri ostalih vzorcih nimamo zadostnega
Stevila rezultatov, ki bi bili nad mejo detekcije in/ali kvantifikacije. Pri vzorcu 10
primerjava med raki, izpostavljenim originalnim ali remediranim tlom, ni pokazala
statistino znacilnih razlik med vsebnostmi Pb v izpostavljenih zivalih, medtem ko smo pri
vzorcu 7 dobili statisticno znacilno zmanjSanje koncentracije Pb v rakih, ki so bili
izpostavljeni remediranim tlom glede na koncentracijo Pb v rakih, ki so bili izpostavljeni
originalnim tlom. Za ostale vzorce 1, 3, 4, 5, 6, 8 in 9 ne moremo podati nobenih
zakljuckov.

Iz slike 18 ter preglednice 11 lahko podobno opazimo tudi za koncentracijo Cd. Statisticno
lahko analiziramo namre¢ zgolj dva vzorca tal, in sicer 4 in 10, kjer pa pri nobenem od
njiju ne dobimo statisti¢cno znacilnih razlik med vsebnostjo Cd v rakih, izpostavljenih
remediranim ali originalnim tlom. Pri rezultatih na sliki 18 lahko opazimo, da so bile
koncentracije v Zivalih, izpostavljenih remediranim tlom §t. 3, 5, 6 in 9, katerih telesna
koncentracija Cd je bila nad mejo detekcije in/ali kvantifikacije FAAS, vi§je od tistih pri
zivalih, izpostavljenih ustrezajoim originalnim tlom. Na Zalost nam Stevilo preostalih
podatkov ne dopusca statisti¢ne analize. 1z podatkov na sliki 18 lahko predpostavimo, da
je proces remediacije biodosegljivost Cd v tleh §t. 3, 5, 6 in 9 pravzaprav povecal, vendar
tega statisticno ne moremo potrditi. Razlago mogocega povecanja biodostopnosti Cd lahko
najdemo v tem, da je bil v originalnih tleh Cd morda vezan na organske ostanke in smo z
remediacijo povzrocili, da se je ta odcepil in so nastali Cd?*. Ti kationi so mogoce vezani
tudi na EDTA, ki je lahko ostal v tleh zaradi slabega izpiranja tal v postopku remediacije.
Kationska oblika Cd pa je za rake veliko bolj biolosko dostopna kot Cd, vezan na neko
organsko komponento (Calhoa in sod., 2011). Pri vzorcih 1, 2, 7 in 8 pa lahko
predpostavimo, da se je biodosegljivost Cd po remediaciji znizala, saj je vecina zivali,
izpostavljenih remediranim tlom, vsebovala koncentracijo Cd pod mejama detekcije in/ali
kvalifikacije FAAS, medtem ko je bilo med zivalmi, izpostavljenimi ustrezajocim
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originalnim tlom, veliko ve¢ takih, katerih telesna koncentracija Cd je presegla mejo
kvantifikacije FAAS.

Pri Zn so vsi podatki nad mejama detekcije in/ali kvantifikacije, kajti Zn je esencialni
element za kopenske rake (Hopkin, 1986), zato obstaja dolo¢ena meja Zn, ki je stalno
prisotna v zivalih. Vecina koncentracij Zn v telesih izpostavljenih zivali tako ne kaZze
statisti¢no znacilnih razlik med remediranimi in originalnimi vzorci. Izjema je le vzorec 4,
kjer se je koncentracija Zn statisti¢no zvisala v rakih, ki so bili izpostavljeni remediranim
tlom glede na skupino, Ki je bila izpostavljena originalnim in pa vzorca 8 in 9, Kjer se je ta
statisticno znizala. Pri kontrolnih meritvah Zn v telesih rakov smo pri kontrolni skupini
izmerili vi§jo koncentracijo kot pri tisti, ki smo jo uporabljali za poskuse. Ocitno je bilo v
vzorcu zivali, ki smo jih nabrali dve leti kasneje na istem Kraju, nivo prisotnega Zn vecji
kot v tistih, ki smo jih nabrali pred 2 letoma. Glede na rezultate, ki smo jih lahko statisti¢éno
obdelali, in ostala sklepanja lahko ugotovimo, da remediacija v¢asih poveca, vCasih pa
zmanj$a biodostopnost dolo¢ene kovine za kopenske rake. Ker nimamo dovolj podatkov o
lastnostih tal oziroma ne vemo, v kaksni obliki so potencialno nevarne kovine prisotne v
tleh, ne moremo sklepati, zakaj pride do tega pojava.
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6 SKLEPI

1. Z remediacijo smo zmanj$ali koncentracijo kovin v tleh, vendar je koncentracije Pb in
Zn v ve€ini vzorcev nad zakonsko dolo¢eno mejo, razen pri vzorcih 3 in 6, kjer je
koncentracija Pb pod kriticno mejo. Koncentracije kadmija v remediranih tleh so pod
zakonsko doloc¢eno kriti¢no mejo, razen pri vzorcih 1 in 8, kjer je koncentracija $e vedno
nad kriti¢no mejo.

2. Z remediacijo smo pri vseh vzorcih tal zmanjsali biodostopnostno koncentracijo Cd za
teste rastline Brassica rapa var. chinensis. Pri Zn smo pri tleh z oznako 1, 2, 7 in 8
zmanjsali koncentracijo biodostopnostnega Zn, pri vzorcih tal 3, 9 in 10 ni bilo razlik, pri
vzorcih 4, 5 in 6 pa se je biodostopnostna frakcija Zn povecala. Pri Pb zaradi statisticno
neznacilnih rezultatov in slabega sprejema Pb v nadzemne dele rastline ne moremo sklepati
ali je po remediaciji prislo do znizanja ali zvi$anja biodostopnostne frakcije Pb za testne
rastline. Verjetno bi bilo potrebno podaljsati ¢as izpostavitve.

3. Z remediacijo smo zmanjSali biodostopnost Pb in Cd za c¢loveka v vseh vzorcih. Pri
biodostopnostni frakciji Zn pa smo pri vzorcih 1, 2, 3, 7, 8 in 9 prav tako dosegli zniZanje
biodostopnega Zn, pri tleh z oznako 4, 5 in 6 pa je prislo do zviSanja biodostopnega Zn za
¢loveka. Prav tako smo z IEUBK modelom dokazali, da bi se po remediaciji pri 6 vzorcih
tal koncentracija Pb v krvi otrok lahko znizala pod 10 pg mL™.

4. Pri biodostopnosti kovin za rake enakonozce nimamo dovolj statisticno znacilnih razlik
med vsebnostmi Pb, Zn in Cd v rakih, izpostavljenih originalnim ter remediiranim tlom, da
bi lahko trdili, ali se je koncentracija biodostopnostne frakcije kovin po remediaciji
zmanjSala ali povecala. Za detekcijo koncentracije kovin smo namre¢ uporabili metodo, ki
ima prenizki meji detekcije ali kvantifikacije za naSe vzorce. Ali pa je bil ¢as izpostavitve
prekratek.
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7 POVZETEK

Iz Meziske doline smo remedirali 10 vzorcev tal. Vzorci so imeli razmeroma visoke
koncentracije kovin, ki so se gibale 874-6441 mg kg™ Pb, 934-7946 mg kg™ Zn in 6-29
mg kg™ Cd. Koncentracije so po ve¢ini za nekajkrat presegale zakonsko dolodene kriti¢ne
meje za posamezno kovino. S postopkom remediacije smo uspeli iz tal odstraniti 44-66 %
celokupnega Pb, 5-56 % celokupnega Zn in 11-66 % celokupnega Cd. Vendar nam zaradi
zacCetnih visokih koncentracij Pb in Zn ni uspelo celokupne koncentracije kovin znizati pod
zakonsko doloceno kriticno mejo, razen pri vzorcih 3 in 6, kjer smo uspeli pri Pb priti pod
kriticno mejo. Celokupno koncentracijo Cd smo uspeli znizali pod kritiéno mejo pri osmih
vzorcih, dva vzorca (1 in 8) pa sta ostala nad kriticno mejo. Nas pa je bolj kot celokupna
koncentracija zanimalo zmanjSanje biodostopnostne koncentracije potencialno nevarnih
kovin za posamezne organizme.

Pri testnih rastlinah smo ugotovili, da se je biodostopna frakcija Cd za rastline v vzorcih
zmanj$ala, pri Zn se ni spremenila oziroma Se je celo malo povecala pri dolo¢nih vzorcih.
Pri Pb pa nismo dobili statisticno znacilnih rezultatov, kar kaze na to, da Pb ze v
originalnih tleh ni prisoten v biolosko dostopnih frakcijah, saj so koncentracije v
nadzemnih delih rastline nizke ali pa je bil ¢as izpostavitve prekratek.

Pri testnih Zivalih smo imeli teZavo z nizko mejo detekcije in kvantifikacije, ki jo omogoca
FAAS, kajti naSe koncentracije pri Pb in Cd so bile nizke, zato nismo imeli dovolj
podatkov za statisti¢ne analize, razen pri vzorcih 7 in 10. Kjer se je pri vzorcu 7
koncentracija biodostopnega Pb statisticno zmanjsala, pri vzorcu 10 te statistiCne razlike
nismo zaznali. Podobno je pri Cd, kjer imamo tudi zgolj dva vzorca (4 in 10), ki imata
dovolj podatkov, vendar ni statisticno znalilnih razlik med raki enakonozci,
izpostavljenimi remediranim ali originalnim tlom. Koncentracija Zn je bila med vzoreci tal,
kot med primerjavo rakov enakonozcev, izpostavljenim remediranim in originalnim
vzorcem, enaka, kar lahko pripiSemo nekemu naravnem ozadju Zn oziroma koncentraciji,
Ki je prisotna v rakih enakonoZcih, za katere je Zn esencialni element. Z remediacijo smo
zmanj$ali biodostopnost Pb, Zn in Cd za rake. Vendar je to znizanje pri dveh vzorcih tal 4,
5 pri Pb, zelo majhno in lahko re¢emo, da je biodostopnost pri teh dveh vzorcih ostala na
enaki ravni. Prav tako je bila koncentracija biodostopnega Cd v tleh z oznako 5, 6 in 9 ze v
originalnih tleh pod mejo detekcije nase metode s FAAS, tako da ne moremo narediti
nobenih zakljuckov.

Naso hipotezo: »Z remediacijo odstranimo topne in Sibko vezane kovine iz tal, v tleh
preostale kovine pa so predvidoma za testne organizme bioloSke nedostopne, ker so
netopne in mo¢no vezane Vv tleh«, tezko ovrzemo ali potrdimo, saj so rezultati nasih testov
zelo razli¢ni. Pri dolocenih vzorcih tal smo uspeli z zmanjSanjem biodostopnostne frakcije
za posamezno kovino, spet pri drugih ne. Zanimivo je tudi, da nasi rezultati nakazujejo, da
dolocena frakcija, ki je dostopna rastlinam ali talnim organizmom, ni nujno dostopna
Cloveku in obratno. Za podrobnejSo analizo bi potrebovali ve¢ statisticno znacilnih
rezultatov oziroma bi morali uporabiti metodo z nizjo mejo detekcije in kvantifikacije
kovin oziroma bolj obcutljivo metodo. Mogoce bi bilo za boljse rezultate bolje vzeti manj
tal z razli¢nimi lastnostmi in na njih opraviti ve¢ ponovitev in tako pridobiti ve¢ podatkov,
ki bi omogocali boljso statisticno analizo. Z nasimi rezultati pa hipoteze ne moremo ne
ovreci ne potrditi.



Gluhar S. Biodostopnost nevarnih kovin po remediaciji onesnazenih tal. 39
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

8 VIRI

Ashraf M. A., Maah M. J., Yusoff I. 2014. Soil contamination, risk assessment and
remediation. V: Environmental Risk Assessment of Soil Contamination. Hernandez-
Soriano M. C. (ur.). Rijeka, InTech: 3-56
http://www.intechopen.com/books/environmental-risk-assessment-of-soil-
contamination/soil-contamination-risk-assessment-and-remediation (11. 3. 2015)

Benavides P. M., Gallego M. S., Tomaro L. M. 2005. Cadmium toxicity in plants.
Brazilian Journal of Plant Physiology, 17, 1: 21-34

Broadley M. R., White J. P., Hammond P. J., Zelko 1., Lux A. 2007. Zinc in plants. New
Phytologist, 173: 677-702

Buekers J. Redeker S. E. in Smolders E. 2009. Lead toxicity to wildlife: Derivation of a
critical blood concentration for wildlife monitoring based on literature data. Science
of the Total Environment, 407: 3431-3438

Bugguide. Identification, images, & information for insects, spiders & their kin. Canada.
lowa state universitiy, Department of entomology. 2013-2015.
http://bugguide.net/node/view/36480/bgpage (12. 5 2015)

Burger J. 2008. Assessment and management of risk to wildlife from cadmium. Science of
the Total Environment, 389: 37-45

Calhoa C. F., Monteiro M. S. Soares A. M. V. M., Mann M. R. 2011. The influence of
metal speciation on the bioavailability and sub-cellular distribution of cadmium to
the terrestrial isopod, Porcellio dilatatus. Chemosphere, 83, 4: 531-537

Case studies in environmental medicine (CSEM): Lead toxicity. 2010. Atlanta. Agency for
toxic substances and disease registry: 71 str.
http://www.atsdr.cdc.gov/csem/lead/docs/lead.pdf (11. 3. 2015)

Chasapis C. T., Loutsidou A. C., Spiliopoulou C. A., Stefanidou M. E. 2011. Zinc and
human health: an update. Archives of Toxicology, 86, 4: 521-534

Childhood lead poisoning. 2010. Geneva, WHO: 72 str.
http://www.who.int/ceh/publications/leadguidance.pdf (11. 3. 2015)

Chinese cabbage, production guidelines. 2013. Pretoria. Department of Agriculture,
Forestry and Fisheries: 8 str.
http://www.nda.agric.za/docs/Brochures/chinese.pdf (28. 6. 2015)

Duffus H. J. 2002. »Heavy metals« - a meaningless term?. Pure and Applied Chemistry,
74, 5: 793-807


http://www.scielo.br/bjpp
http://link.springer.com/journal/204

Gluhar S. Biodostopnost nevarnih kovin po remediaciji onesnazenih tal. 40
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

Eisler R. 1993. Zinc hazards to fish, wildlife, and invertebrates: A synoptic review. U.S.
Department of the interior: 126 str.
https://www.pwrc.usgs.gov/eisler/CHR_26_Zinc.pdf ( 28. 6 . 2015)

Exposure to cadmium: a major public health concern. Preventing disease through healthy
environments. 2010. WHO: 4 str.
http://www.who.int/ipcs/features/cadmium.pdf?ua=1 (11. 3. 2015)

Fiedler H. J., Hoffmann F., Schmiedel H. 1964. Die Untersuchung der Boden. Band 1. 1st
ed. Dresden und Leipzig, Theodor Steinkopff: 234 str.

Finzgar N., Lestan D. 2007. Multi-step leaching of Pb and Zn contaminated soils with
EDTA. Chemosphere, 66, 5: 824-832

FinZgar N., Lestan D. 2008. Ocena dostopnosti tezkih kovin iz onesnazenih tal MeZiSke
doline. Acta agriculturae Slovenica, 91,1: 157-166

Finzgar N., Erika J.,, Voglar D., LeStan D. 2013. Spatial distribution of metal
contamination before and after remediation in the Meza Valley, Slovenia. Geoderma,
217-218: 135-143

Godt J., Scheidig F., Grosse-Siestrup C., Esche V., Brandenburg P., Reich A., Groneberg
A. D. 2006. The toxicity of cadmium and resulting hazards for human health. Journal
of Occupational Medicine and Toxicology, 1: 22

Guidelines for interpretation of the biological effects of selected constituents in biota,
water and sediment; Zinc. National irrigation water quality program. 1998. United
state department of the interior: 198 str.
http://www.usbr.gov/niwgp/guidelines/pdf/Zinc.pdf (28. 6. 2015)

Hao Y., Moriya A., Maruyama T., Ohmukai Y., Matsuyama H. 2011. Effect of metal ions
on humic acid fouling of hollow fiber ultrafiltration membrane. Journal of Membrane
Science, 376: 247-253

Hogervorst J., Plusquin M., Vangronsveld J., Nawrot t., Cuypers A., Van Hecke E., Roels
A. H., Carleer R., Staessen A. J. 2006. House dust as possible route of environmental
exposure to cadmium and lead in the adult general population. Environmental
Research, 103: 30-37

Hopkin S. P. 1986. The Woodlouse Porcellio scaber as a 'Biological Indicator' of Zinc,
Cadmium, Lead and Copper Pollution. Environmental Pollution (Series B), 11: 271-
290

International Cadmium Association (ICDA)
http://www.cadmium.org/ (11. 3. 2015)



Gluhar S. Biodostopnost nevarnih kovin po remediaciji onesnazenih tal. 41
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

International zinc association (1ZA)
http://www.zinc.org/ (11. 3. 2015)

Ivartnik M., ErZen 1. 2010. The IEUBK model for lead blood burden prediction in children
used in the exploration and remediation of the Upper Meza valley environment.
Slovenian Journal of Public Health, 49, 2:76-85

Jirup L., Akesson A. 2009. Current status of cadmium as an environmental health
problem. Toxicology and Applied Pharmacology, 238: 201-208

Jelusic M., Lestan D. 2013. Effect of EDTA washing of metal polluted garden soils. Part I:
Toxicity hazards and impact on soil properties. Science of The Total Environment,
475: 132-141

Jelusi¢ M., Vodnik D., Macek 1., LeStan D. 2013. Effect of EDTA washing of metal
polluted garden soils. Part Il: Can remediated soil be used as a plant substrate?.
Science of The Total Environment, 475: 142-152

Juri¢i¢ M., Cak§ T., Zupan M., Kralj L., Gorenc S., Lajovic J., Erculj V., Ti¢ L
Izpostavljenost prebivalcev obC¢ine Zagorje ob Savi okoljskim onesnazilom - tezkim
kovinam v tleh in Zivilih rastlinskega izvora — Porocilo. Ljubljana, Zavod za
zdravstveno varstvo Ljubljana, Enota Zasavje: 42 str.

Ke S., Cheng X., Li H., Jia W., Zhang J., Lua H., Wang Z., Chen Z. 2015 Body burden of
cadmium and its related factors: A large-scale survey in China. Science of The Total
Environment, 511: 649-654

Korff C. 2014. Case Study: Elemental Toxicity in Animals
http://chemwiki.ucdavis.edu/Inorganic_Chemistry/Case_Studies/Case_Study%3A _E
lemental_Toxicity in_Animals (28. 6. 2015)

Lestan D. 2015. Remediation of toxic metals contaminated soil using EDTA soil
washing V: Heavy metal contamination of soils. Sherameti 1., Varma A. (ur.). Springer
International Publising Switzerland: 395-429

Lestan D. 2001. Organska snov tal. Studijsko gradivo
http://web.bf.uni-lj.si/cpvo/Novo/PDFs/OrganskaSnovTal.pdf (22. 4. 2015)

Li M. S. 2006. Ecological restoration of mineland with particular reference to the
metalliferous mine wasteland in China: A review of research and practice. Science of
The Total Environment. 357,1-3: 38-53

Liu W., Zhou Q., Zhang Y., Wei S. 2010. Lead accumulation in different Chinese cabbage
cultivars and screening for pollution-safe cultivars. Journal of Environmental
Management, 91, 3: 781-788


http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/journal/00489697
http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/journal/00489697
http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/journal/00489697
http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/journal/00489697
http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/journal/03014797
http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/journal/03014797

Gluhar S. Biodostopnost nevarnih kovin po remediaciji onesnazenih tal. 42
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

Manara A. 2012. Plant Responses to Heavy Metal Toxicity. Plants and heavy metals.
Furini A.(ur.). Softcover: 27 - 53

Mielke H. W., Gonzales R. C., Mielke P. W. 2011. The continuing impact of lead dust on
children’s blood lead: comparison of public and private properties in New Orleans.
Environmental Research, 111, 8: 1164-1172

Pourrut B., Shahid M., Douay F., Dumat C., Pinelli E. 2013. Molecular mechanisms
involved in lead uptake, toxicity and detoxification in higher plants V: Heavy metal
stress in plants. Gupta D. K. (ur.). Berlin Heidelberg, Springer-Verlag: 121 -147

Public health statement for zinc. 2005. Atlanta. Agency for toxic substances and disease
registry: 7 str.
http://www.atsdr.cdc.gov/ToxProfiles/tp60-c1-b.pdf (11. 3. 2015)

Riggio C. 2013. Porcellio scaber. Animal Diversity Web
http://animaldiversity.org/accounts/Porcellio_scaber/ (12. 5. 2015)

Rosin A. 2009. The long-term consequences of exposure to lead. Israel Medical
Association Journal, 11: 689-694

Sharma P. Dubey R. S. 2005. Lead toxicity in plants. Brazilian Journal of Plant
Physiology, 17, 1: 35-52

Sipter E., Rozsa E., Gruiz K., Tatrai E., Morvai V. 2008. Site-specific risk assessment in
contaminated vegetable gardens. Chemosphere, 71 ,7: 1301-1307

SIST 1SO 10139. Kakovost tal — ugotavljanje pH. 1996: 5 str.

SIST ISO 10693. Kakovost tal — ugotavljanje vsebnosti karbonatov — volumetrijska
metoda. 1995: 7 str.

Statement on tolerable weekly intake for cadmium. 2011. Parma. . EFSA. EFSA Journal,
9(2), 1975: 1-19
http://www..europa.eu/en/journal/doc/1975.pdf (11. 3. 2015)

Stewart R. L., Farver R. J., Gorsevski V. P., Miner G. J. 2014. Spatial prediction of blood
lead levels in children in Toledo, OH using fuzzy sets and the site-specific IEUBK
model. Applied Geochemistry, 45: 120-129

Sudmoon, R., Neeratanaphan, L., Thamsenanupap, P. in Tanee, T. 2015.
Hyperaccumulation of cadmiumand DNAchanges in popular vegetable, Brassica
chinensis L. International Journal of Environmental Research. 9, 2: 433-438

UBM procedure for the measurement of inorganic contaminantbioaccessibility from solid
matrices. 2012.The Bioaccessibility Research Group of Europe: 10 str.
https://www.bgs.ac.uk/barge/docs/BARGE_UBM_DEC_2010.pdf (11.3.2015)


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=1677-0420&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=1677-0420&lng=en&nrm=iso
http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/journal/00456535

Gluhar S. Biodostopnost nevarnih kovin po remediaciji onesnazenih tal. 43
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

Udovi¢ M. in Lestan D. 2009. Pb, Zn and Cd mobility, availability and fractionation in
aged soil remediated by EDTA leaching. Chemosphere, 74, 10: 1367-1373

Udovi¢ M., Drobne D., Lestan D. 2009. Bioaccumulation in Porcellio scaber (Crustacea,
Isopoda) as a measure of the EDTA remediation efficiency of metal polluted soil.
Environmental Pollution, 157, 10: 2822-2829

Ullrich M. S., Ramsey M. H., Helios-Rybicka E. 1999. Total and exchangeable
concentrations of heavy metals in soils near Bytom, an area of Pb/Zn mining and
smelting in Upper Silesia, Poland. Applied Geochemistry, 14: 187-197

Uredba komisije (ES) st. 1881/2006 z dne 19. decembra 2006 o dolocitvi mejnih vrednosti
nekaterih onesnazeval v zivilih. 2006. Uradni list, L 364: 5-23

Uredba o mejnih, opozorilnih in kriti¢nih imisijskih vrednostih nevarnih snovi v tleh. 1996.
Ur. 1. RS st. 68: 5773/96

Voglar D., Lestan D. 2013. Pilot-scale washing of Pb, Zn and Cd contaminated soil using
EDTA and process water recycling. Chemosphere, 91: 76-82

Wragg J. in Cave M. R. 2003., In-vitro Methods for the Measurement of the oral
bioaccessibility of selected metals and metalloids in soils: A critical review. R&D
Technical Report P5-062/TR/0.1. Bristol. Environment Agency: 28 str.

Wragg J., Cave M., Basta N., Brandon E., Casteel S., Denys S., Gron C., Oomen A,
Reimer K., Tack K., Van de Wiele T. 2011. An inter-laboratory trial of the unified
BARGE bioaccessibility method for arsenic, cadmium and lead in soil. Science of
the Total Environment, 409: 4016-4030

Wuana R. A., Okieimen F.E. 2011. Heavy metals in contaminated soils: A review of
sources, chemistry, risks and best available strategies for remediation. ISRN
Ecology, 402647: 20, doi:10.5402/2011/402647: 20 str.

Yao Z., Li J, Xie H., Yu C. 2012 Review on remediation technologies of soil
contaminated by heavy metals. Procedia Environmental Sciences, 16: 722-729

Yahua C.,Xiangdong L., Zhenguo S. 2004. Leaching and uptake of heavy metals by ten
different speciesof plants during an EDTA-assisted phytoextraction process.
Chemosphere, 57: 187-196

Zia H. M., Codling E. E., Scheckel G. K., Chaney L. R. 2011. In vitro and in vivo
approaches for the measurement of oral bioavailability of lead (Pb) in contaminated
soils: A review. Environmental Pollution, 159: 2320-2327

Zupan M., Gréman H., Lobnik F. 2008. Raziskave onesnaZenosti tal Slovenije. Ljubljana,
Agencija RS za okolje: 63 str.


http://www.sciencedirect.com.nukweb.nuk.uni-lj.si/science/journal/18780296

Gluhar S. Biodostopnost nevarnih kovin po remediaciji onesnaZenih tal.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

ZAHVALA

Zahvaljujem se svojemu mentorju dr. prof. Domnu LeStanu za njegovo pripravljenost in
pomo¢ ter strokovno podporo pri izdelavi te magistrske naloge. Prav tako bi se rad zahvalil
vsem, ki so mi pomagali pri prakticnem delu in mi krajSali ¢as ob delu: sodelavkam in
sodelavcem CPVO ter doktorantom prof. Domna LeStana: Nezi, Davidu, Masi, Dragani ter
Eriki. Rad bi se zahvalil tudi Teji Romih iz katedre za zoologijo za vso pomo¢ in njeno stalno
pripravljenost pri izvedi poskusa z raki in obdelavi rezultatov.

Hvala tudi moji druzini, starSema ter bratu. Hvala, ker ste mi omogo¢ili Studij ter me pri njem
podpirali in mi vedno pomagali.

Hvala tudi tebi Anja, ker si bila potrpeZljiva z mano in si mi bila v veliko pomo¢ pri tem
zivljenjskem projektu.



