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Tezke kovine prispevajo velik delez pri onesnaZevanju in degradaciji tal. Za tla
onesnazena s tezkimi kovinami Se niso razvite dovolj ucinkovite in ekonomicne
metode remediacije. V kolonskem poskusu smo izvedli novo tehniko remediacije s
Pb (1750 mg kg'l) in Zn (1300 mg kg'l) onesnazenih tal, ki vkljucuje inducirano
fitoekstrakcijo ter hkratno in situ izpiranje Pb in Zn. Uporabili smo biorazgradljiv
ligand [S,S] izomero dimetil disukcinata ([S,S] — EDDS) in konopljo (Cannabis
sativa) kot fitoekstrakcijsko rastlino. Ob dodatku EDDS (10 mmol kg'1 suhih tal) so
rastline v svojih nadzemnih delih akumulirale 1026 + 442 mg kg Pb in 330 +
114,7 mg kg Zn, kar je bilo 1926-krat ve¢ Pb in 7,5-krat ve¢ Zn kot v kontrolnih
rastlinah, pri katerih v tla ni bil dodan ligand. Ne glede na to pa rezultati kazejo, da
fitoekstrakcijski potencial konoplje za Pb in Zn ni zadosten in fitoekstrakcija ni
primerna metoda remediacije tal onesnazenih s Pb in Zn. Horizontalne prepustne
reaktivne pregrade (HPRP), sestavljene iz 3 cm visoke plasti meSanice s hranili
obogatenega Zaganja, sojine moke in vermikulita ter 3 cm visokega sloja mesanice
tal, vermikulita in apatita, smo namestili 20, 30 in 40 cm globoko pod onesnazena
tla. V obravnavanjih z dodatkom liganda se je izpiranje iz kolon s HPRP
namescenimi 30 cm globoko zmanjSalo za 435-krat pri Pb in za 4-krat pri Zn, v
primerjavi s kolonami brez namesc¢enih HPRP iz katerih se je po Sestih tednih
zalivanja izpralo 3,0 % Pb in 4,3 % Zn. HPRP so bile ucinkovite pri preprecevanju
izpiranja Pb iz talnih kolon z names$¢enimi HPRP, niso pa ucinkovito preprecile
izpiranja Zn.
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Heavy metals make a significant contribution to soil contamination and
degradation. There are no reliable reports on enough effective and economical
methods for remediation of heavy metals contaminated soil. In soil columns
experiment, we examined a novel technique for remediation of Pb (1750 mg kg™)
and Zn (1300 mg kg") contaminated soil, based on combined chelator induced
phytoextraction and in situ soil washing of Pb and Zn. We used a biodegradable
[S,S] ethylenediamin disuccinate ([S,S] — EDDS) as a chelator and hemp (Cannabis
sativa) as the phytoextracting plant. The addition of EDDS (10 mmol kg™ dry soil)
yielded concentrations of 1026 + 442 mg kg Pb and 330 + 114.7 mg kg Zn in
the dry above-ground plant biomass, which were 1926-times higher of Pb and 7.5-
times higher of Zn, compared to treatments with no chelator addition. The results
of our study indicate that the phytoextraction potential of Cannabis sativa for Pb
and Zn is not sufficient and phytoextraction is therefore not a feasible remediation
option. Horizontal permeable barriers, composed of a 3 cm high layer of nutrient
enriched sawdust, soya meal and vermiculite mixture, and a 3 cm layer of soil,
vermiculite and apatite mixture, were positioned 20, 30 and 40 cm deep in the
contaminated soil. In chelator treatments, barriers placed 30 cm deep reduced
leaching of Pb and Zn by 435- and 4- times, respectively, compared to columns
with no barrier, where 3 % and 4.3 % of total initial Pb and Zn, respectively, was
leached during 6-weeks water irrigation after chelator addition. Barriers were
effective in preventing leaching of Pb but did not efficiently prevent leaching of Zn.
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Tezke kovine prispevajo velik delez pri onesnaZevanju in degradaciji tal. Za tla
onesnazena s tezkimi kovinami Se niso razvite dovolj ucinkovite in ekonomicne
metode remediacije. V kolonskem poskusu smo izvedli novo tehniko remediacije s
Pb (1750 mg kg'l) in Zn (1300 mg kg'l) onesnazenih tal, ki vkljucuje inducirano
fitoekstrakcijo ter hkratno in situ izpiranje Pb in Zn. Uporabili smo biorazgradljiv
ligand [S,S] izomero dimetil disukcinata ([S,S] — EDDS) in konopljo (Cannabis
sativa) kot fitoekstrakcijsko rastlino. Ob dodatku EDDS (10 mmol kg'1 suhih tal) so
rastline v svojih nadzemnih delih akumulirale 1026 + 442 mg kg Pb in 330 +
114,7 mg kg Zn, kar je bilo 1926-krat ve¢ Pb in 7,5-krat ve¢ Zn kot v kontrolnih
rastlinah, pri katerih v tla ni bil dodan ligand. Ne glede na to pa rezultati kazejo, da
fitoekstrakcijski potencial konoplje za Pb in Zn ni zadosten in fitoekstrakcija ni
primerna metoda remediacije tal onesnazenih s Pb in Zn. Horizontalne prepustne
reaktivne pregrade (HPRP), sestavljene iz 3 cm visoke plasti meSanice s hranili
obogatenega Zaganja, sojine moke in vermikulita ter 3 cm visokega sloja mesanice
tal, vermikulita in apatita, smo namestili 20, 30 in 40 cm globoko pod onesnazena
tla. V obravnavanjih z dodatkom liganda se je izpiranje iz kolon s HPRP
namescenimi 30 cm globoko zmanjSalo za 435-krat pri Pb in za 4-krat pri Zn, v
primerjavi s kolonami brez namesc¢enih HPRP iz katerih se je po Sestih tednih
zalivanja izpralo 3,0 % Pb in 4,3 % Zn. HPRP so bile ucinkovite pri preprecevanju
izpiranja Pb iz talnih kolon z names$¢enimi HPRP, niso pa ucinkovito preprecile
izpiranja Zn.
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Heavy metals make a significant contribution to soil contamination and
degradation. There are no reliable reports on enough effective and economical
methods for remediation of heavy metals contaminated soil. In soil columns
experiment, we examined a novel technique for remediation of Pb (1750 mg kg™)
and Zn (1300 mg kg") contaminated soil, based on combined chelator induced
phytoextraction and in situ soil washing of Pb and Zn. We used a biodegradable
[S,S] ethylenediamin disuccinate ([S,S] — EDDS) as a chelator and hemp (Cannabis
sativa) as the phytoextracting plant. The addition of EDDS (10 mmol kg™ dry soil)
yielded concentrations of 1026 + 442 mg kg Pb and 330 + 114.7 mg kg Zn in
the dry above-ground plant biomass, which were 1926-times higher of Pb and 7.5-
times higher of Zn, compared to treatments with no chelator addition. The results
of our study indicate that the phytoextraction potential of Cannabis sativa for Pb
and Zn is not sufficient and phytoextraction is therefore not a feasible remediation
option. Horizontal permeable barriers, composed of a 3 cm high layer of nutrient
enriched sawdust, soya meal and vermiculite mixture, and a 3 cm layer of soil,
vermiculite and apatite mixture, were positioned 20, 30 and 40 cm deep in the
contaminated soil. In chelator treatments, barriers placed 30 cm deep reduced
leaching of Pb and Zn by 435- and 4- times, respectively, compared to columns
with no barrier, where 3 % and 4.3 % of total initial Pb and Zn, respectively, was
leached during 6-weeks water irrigation after chelator addition. Barriers were
effective in preventing leaching of Pb but did not efficiently prevent leaching of Zn.
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1 UVOD

Tla so pomemben del kopenskih ekosistemov, ki predstavljajo Zivljenski prostor in vir
hrane za rastline, zivali in ljudi. Zaradi ¢loveskih dejavnosti v zadnjih desetletjih, kot so
industrija, intenzivno kmetijstvo in promet, prihaja do vse vecjega, velikokrat tudi
nepovratnega onesnazenja tal z razli€nimi Skodljivimi snovmi.

Predvsem onesnazenost tal s tezkimi kovinami predstavlja velik problem, saj so
fotokemi¢no in biolosko nerazgradljive, obstojnost pa poveCuje Se trdna vezava na talne
delce v tleh. Njihova koncentracija se zato v tleh stalno povecuje, preko rastlin pa tudi
vstopajo v prehranjevalno verigo. V ¢lovesko telo lahko vstopajo tudi z zauzitjem prsti, z
vdihavanjem prasnih delcev ter skozi poSkodovano kozo. Pri prevelikih koncentracijah so
nevarne za zdravje ljudi in Zivali, toksicen ucinek imajo na rastline in mikroorganizme, kar
pa neposredno vpliva na zmanj$anje samoociséevalne sposobnosti in kakovosti tal. Se
posebej je nevarna dolgotrajna izpostavljenost manj$im koncentracijam tezkih kovin, ki se
tudi v telesu kopicijo, kar privede do zastrupitve.

Onesnazenje s tezkimi kovinami je v EU in svetu zelo razsirjeno. Velika obmocja sicer
rodovitnih tal, so zaradi prekomerne vsebnosti tezkih kovin neuporabna za kmetijsko rabo.
Tudi v Sloveniji imamo nekaj zariS¢ onesnazenja s tezkimi kovinami predvsem zaradi
izkoriS¢anja in taljenja rud. V Meziski dolini so tla prekomerno onesnazena s svincem,
cinkom in kadmijem, v Idriji z Zivim srebrom, okolica Jesenic pa s svincem, nikljem in
kromom. Problemati¢no stanje je tudi ob vec¢jih prometnicah.

Geneza tal je dolgotrajen proces (tla so zelo pocasi obnovljiv naravni vir), zato je
pomembno in potrebno iskati ucinkovite, okolju prijazne in cenovno dostopne metode
remediacije tal. Za tla onesnazena s tezkimi kovinami sicer Se niso razvite metode
remediacije, ki bi ustrezale navedenim kriterijem, poznanih pa je ve¢ metod kot so
fitoremediacija, stabilizacija-solidifikacija, pranje tal itd. V zadnjem casu se kot nacin
remediacije tal onesnazenih s tezkimi kovinami, vse bolj uveljavlja fitoekstrakcija, in situ
metoda, pri kateri rastline bioakumulirajo tezke kovine. Hiperakumulatorske rastline imajo
same po sebi sposobnost sprejemati vecje kolocine tezkih kovin v svoja nadzemna tkiva,
pri inducirani fitoekstrakciji pa z dodajanjem ligandov povec¢amo mobilnost in dostopnost
tezkih kovin tudi za obicajne kmetijske rastline z boljSimi agronomskimi lastnostmi. Da bi
povecali ucCinkovitost remediacije onesnazenih tal, smo v diplomski nalogi metodo
inducirane fitoekstrakcije uporabili v kombinaciji z metodo pranja tal. Za preprecitev
izpiranja tezkih kovin pri pranju tal, smo pod onesnazena tla namestili horizontalne
prepustne reaktivne pregrade (HPRP).
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1.1 POVOD IN NAMEN IZDELAVE NALOGE

Na Katedri za pedologijo in varstvo okolja, Biotehniske fakultete v Ljubljani, se ze vrsto
let ukvarjajo z iskanjem c¢imbolj ucinkovite in ekonomi¢ne metode remediacije tal
onesnazenih s tezkimi kovinami. Del teh raziskav predstavlja tudi diplomska naloga, ki
preizkusa izvedljivost kombinacije inducirane fitoekstrakcije z uporabo biorazgradljivega
liganda in in situ izpiranja Pb in Zn v namesc¢eno HPRP.

Namen naloge je bil ovrednotiti ucinkovitost biorazgradljivega in okolju prijaznejSega
liganda [S,S] - izomere -etilendiamin disukcinata ([S,S] - EDDS) za inducirano
fitoekstrakcijo Pb in Zn v konopljo (Cannabis sativa) ter preizkusati u¢inkovitost HPRP,
namesS¢enimi v razli¢nih globinah pod onesnazenimi tlemi, za prepreCevanje izpiranja
preostalega z ligandom sproS¢enega Pb in Zn.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Pri¢akovali smo, da ima konoplja (Cannabis sativa), kot rastlina z veliko biomaso,

velik fitoekstrakcijski potencial za Pb in Zn.

e Z uporabo [S,S] - EDDS smo pricakovali znatno povecanje vsebnosti tezkih kovin
v nadzemnih delih testne rastline.

e Z uporabo HPRP, smo pricakovali znatno zmanjSanje izpiranja Pb in Zn. Tako bi
lahko preprecili kontaminacijo niZje lezeCih plasti tal in podtalnice s tezkimi
kovinami.
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2 TEORETSKE OSNOVE

2.1 TLA

» V naravi ni nicesar pomembnejsega ali zasluzi ve¢ pozornosti kot tla. Tla so tista, ki
omogocajo, da svet predstavlja prijetno okolje cloveku. Tla so tista, ki hranijo in
preskrbujejo celotno naravo, vse je odvisno od tal, ki predstavijajo prvobitni temelj nasega
bivanja.«

Friedrich Albert Fallou

Tla so pomemben sestavni del kopenskih ekosistemov, ki se nahajajo v zgornji plasti
mineralnih delcev razlicnega izvora in velikosti, Zive in nezive organske snovi ter vode in
zraka, ki zapolnjujeta sistem mikro, makro in mezo por. So nehomogena snov, ki se pod
vplivom edafskih organizmov (talnih Zzivali, rastlin in mikroorganizmov) konstantno
spreminja in obnavlja.

Tla nastajajo s fizikalnim in keminim preperevanjem mati¢ne kamenine in organske
snovi, ob prisotnosti Zivih organizmov (Vidic, 1995). Na nastanek tal vplivajo klima,
topografija prostora, vegetacija, sestava maticne podlage ter prisotnost talnih organizmov.
Geneza tal je dolg proces. Nastajanje 30 cm tal traja od 1000 pa do 10000 let (LeStan,
2002a).

Tla so osnova za zivljenje v kopenskih ekosistemih, vplivajo na zalogo energije, krozenje
vode, kroZenje hranil in na produktivnost ekosistema v celoti. Ljudem zagotavljajo prostor
za naseljevanje, za proizvodnjo hrane, krme ter tekstilnih vlaken, prostor za industrijske
obrate, rekreacijske povrSine, prostor za odlaganje odpadkov, prostor za prometno
infrastrukturo.

2.1.1 Onesnazevanje tal

Tla odlikuje velika samoocis¢evalna sposobnost, mnogo vecja kot jo imata voda in zrak,
kar ima iz vidika varstva okolja izreden pomen (Stritar, 1973). Zaradi velike puferske
sposobnosti tal, opazimo $kodo zaradi onesnaZenja, ko je ta Ze nepopravljiva. V talnem
profilu pa se akumulira tudi ve€ina potencialno Skodljivih snovi iz vode in zraka, ki
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prehajajo v tla, zato tla ostanejo onesnaZena Se dolgo po tem, ko onesnazenje preneha,
medtem, ko se koncentracija onesnazil v zraku in vodi zaradi meSanja in razredCevanja
zmanjSuje. Tla imajo sicer veliko samoociS¢evalno sposobnost, s katero se upirajo

Ww W

kemizaciji, vendar so samoociS¢evalni procesi pocasni.

Tla so onesnazena takrat, ko vsebujejo toliko onesnazil, da je njihova samoociscevalna
sposobnost zmanjSana (Alloway, 1990). Zaradi nara$Canja prebivalstva in vse vecje
urbanizacije, razvoja industrije, kmetijske proizvodnje ter ekoloSke neozavescenosti
prihaja do vse vec¢jega vnosa razli¢nih onesnazil v tla. Po izvoru strupene snovi razdelimo
na organske in anorganske.

Med organska onesnazila Stejemo (LeStan, 2000):
- organokovinske spojine,
- goriva,
- sinteti¢ne polimere,
- poliaromatske ogljikovodike (PAH),
- pesticide,
- tezko razgradljiva organska onesnazila (POP),
- razstreliva.

Med anorganska onesnazila Stejemo:
- tezke kovine (Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, Hg, Cr...),
- radionuklide,
- ostale anorganske snovi, kot so nekovine (As, Se, azbest).

2.2 TEZKE KOVINE V TLEH

Tezke kovine so kovine s specifi¢no gostoto ve&jo od 5 g cm™. Predstavljajo manj kot 1%
zemeljske skorje, zato jih pogosto imenujemo tudi elementi v sledovih (LeStan, 2002a).
Primarni vir kovin v tleh je mati¢na podlaga. V sploSnem je njihova vsebnost vecja v
kamninah vulkanskega kot sedimentnega izvora. Veliko kovin v tleh pa je antropogenega
izvora. Vsebnost tezkih kovin v tleh se povecuje kot posledica razli¢nih c¢loveskih
aktivnosti (Ross, 1994):

1. Rudarjenje in taljenje rude:

- jalovina in zlindra (preperevanje in vetrna erozija),
- recni sedimenti in poplave,
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izgube pri transportu rud in njenih separatov, taljenje rude (vetrno
prenasanje prahu in aerosolov),

zelezarne in jeklarne,

brusenje kovin.

2. Industrija:

plastike, tekstilna, mikroelektronika, zascita lesa, rafinerije.

3. Atmosferski depozit:

urbana in industrijska srediSca skupaj s sezigalnicami,
metalurska industrija,

avtomobilski izpusti,

izgorevanje fosilnih goriv in termoelektrarne.

4. Kmetijstvo:

mineralna in organska gnojila,
apno,

fitofarmacevtska sredstva,
namakalne vode.

5. Odlaganje odpadkov:

blata ¢istilnih naprav,

vode, ki odtekajo iz deponij,
odlagalisca kovin,

pozari in pepel.

2.2.1 Vpliv tezkih kovin na okolje

Elementi v sledovih so kot mikrohranila organizmom nujno potrebni (esencialni). Mati¢na
podlaga doloca ali so v tleh prisotni esencialni elementi: Fe, Al, Mn, Ni, Zn, Cu, Co in Cr,
skupaj z Mo, Sn, Se, I in F. Vsak od teh elementov ima specifi¢no vlogo in ga v celoti ali

delno drug element ne more nadomestiti. Vsi elementi pa so toksi¢ni, ¢e je njihova

koncentracija previsoka (Oliver, 1997).

Toksi¢nost za rastline se na nivoju celice lahko odraza v (Ochiai, 1987, cit. po Ross, 1994):

denaturaciji in inaktivaciji encimov,

blokiranju funkcionalnih skupin bioloSko pomembnih molekul, kot so
encimi, polinukleotidi,

premeScanju in/ali nadomesSCanju esencialnih kovinskih ionov v
biomolekulah in funkcionalnih celi¢nih enotah,

poskodbah biomembran,

motnjah elektronskega transporta pri procesih dihanja in fotosinteze.
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To vodi do zmanjSanega sprejema mineralnih hranil in zmanjSane rasti ter pogosto tudi do
nespecifiénih znamenj, kot so razbarvanja (kloroze).

Tezke kovine vstopajo preko rastlin v prehranjevalno verigo, kjer se njihova koncentracija
povecuje in lahko postanejo nevarne za zdravje ljudi in Zzivali. Posebno nevarnost
predstavlja ponavljajo¢ se vnos majhnih koncentracij, ki naj bi bile organizmu neskodljive.
Tezke kovine se namre€ v telesih organizmov kopicijo, zato lahko njihov kontinuiran
vnos privede do zastrupitev. V telo vstopajo preko hrane ( npr. preko rastlin gojenih na tleh
onesnazenih s tezkimi kovinami), z zauzitjem onesnazene prsti (geofagija), z vdihavanjem
prasnih delcev iz onesnazenih tal ali preko koze (rane), s pitjem onesnazene vode. Skoraj
neovirano prehajajo skozi placento.

Toksi¢nost tezkih kovin se pri ljudeh kaze v (Oliver, 1997):
- akutni ali kroni¢ni zastrupitvi,
- mutacijah somatskih celic oz. kancerogenost,
- mutagenosti (mutacije) in teratogenosti ali poSkodbah zarodka,
- metabolnih, krvnih in ledvi¢nih boleznih (anemija, hipertenzija).

Vpliv tezkih kovin se kaze tudi pri Stevilnih procesih v tleh (Lestan, 2002a):

- v zmanjSanju mikrobne biomase in spremembi strukture mikrobnih
populacij (zmanjSana biodiverziteta),

- v upocasnjeni razgradnji organske snovi v tleh, predvsem tezje razgradljivih
komponent rastlinske biomase kot je lignin in drugih ve¢jih molekul zaradi
sprememb v mikrobnem metabolizmu ter zaradi tvorjenja tezje razgradljivih
kovinsko — organskih kompleksov.

Stevilne raziskave kaZejo na to, da so talni organizmi, ki imajo vitalno vlogo pri ohranjanju
rodovitnosti tal, obc¢utljivi na stres, ki ga povzrocajo visoke koncentracije tezkih kovin v
tleh (Dahlin in sod., 1997).

2.2.2 Svinec in cink

Pb in Zn sta tezki kovini, ki sta v tleh naravno prisotni v manjsih koli¢inah, v zivljenju
ljudi, zivali in rastlin imata razli¢ni vlogi, obe pa imata v vec¢jih koncentracijah toksi¢en
ucinek.

Tla v okolici topilnic in metalurSke industrije so pogosto onesnazena z atmosferskimi
depoziti Pb in Zn. Kmetijska zemljiS¢a so onesnazena s Pb in Zn zaradi gnojenja tal s
komposti in aktivnimi blati Cistilnih naprav. Oba elementa sta prisotna tudi v nekaterih
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fitofarmacevtskih sredstvih. Ob cestah so tla onesnazena s Pb, ki je bil v€asih prisoten v
bencinih. Pb je prisoten tudi v nekaterih barvah za barvanje lesenih fasad, zato je v ZDA in
Kanadi poseben problem onesnazenja tal s Pb okoli stanovanjskih his.

Zn je za organizme esencialen element ter eden najpomembnejsih elementov v sledovih.
Vezan na Stevilne encime sodeluje pri razlicnih metabolnih procesih (pri sintezi in
razgradnji ogljikovih hidratov, lipidov, proteinov in nukleinskih kislin), pri ekspresiji
genov. Poljs¢inam ga pogosto primanjkuje, saj mu dostopnost zmanjSujejo gline, organska
snov in seskvioksidi, ki Zn vezejo v trdno fazo tal, pa tudi njegovi antagonisti Ca, Fe, Cu
in Ni. Dosegljivost Zn za rastline je ve¢ja v kislih tleh. V tleh se najpogosteje pojavlja v
obliki Zn*" ionov, ki je tudi rastlinam najbolj dostopna, v tleh pa je prisoten §¢ v obliki
drugih ionskih zvrsti: ZnCl", ZnOH", ZnHCO;", Zn(OH),, ZnO, ZnCOs, Zn0,".

Pri ¢loveku lahko pomanjkanje Zn povzro¢i anemijo, zaustavitev rasti, neodpornost na
infekcije, anoreksijo. Priporo¢ena dnevna koli¢ina zauzitega Zn za odraslo osebo znasa 45
mg (Lestan, 2002a). Vecje koli¢ine Zn, predvsem kot posledica geofagije ali vdihavanja
delcev onesnazenih tal pa lahko povzroc¢ijo motnje v reprodukciji in pocasnejsi razvoj
zarodka (Lestan, 2002a).

Pb, za razliko od Zn, ni esencialen element za zive organizme. Zastrupljane s Pb je eden
glavnih zdravstvenih problemov v mnogih delih sveta, posebno nevarna pa je dolgotrajna
izpostavljenost manjSim koncentracijam Pb, ki sicer ne veljajo za strupene. Pb je namrec
eden izmed najbolj razsirjenih in najpomembnejSih kovinskih onesnazevalcev.

Zaradi pretezne vezave Pb na trdno fazo tal (organsko snov, okside in glinene delce ter
karbonate), ostaja Pb imobiliziran v glavnem v vrhnjih slojih tal. Pb se lahko v tleh nahaja
v Cistih mineralnih oblikah, kot so svincev sulfid (PbS), svincev sulfat (PbSO, ) ali svincev
karbonat (PbCO3) (Mulligan in sod., 2001). V talni raztopini je slabo topen in zatorej
rastlinam skoraj nedostopen (Ruby in sod., 1999). Lahko je v ionski obliki Pb **, pogosteje
pa v obliki ionskih zvrsti: Pb(OH)", PbCI", PbHCO;" ali Pb(CO;). V kislih tleh je
dosegljivost Pb za rastline nekoliko vecja, vnos v rastline pa je olajSan tudi zaradi
bioloSkega antagonizma, saj lahko v rastlinskih tkivih zamenja Ca in druge elemente. V
telo tako prihaja predvsem z geofagijo (tla zanesemo v usta z umazanimi rokami,
neprimerno oprano hrano...) in vdihavanjem onesnazenih talnih delcev, preko ran, nekaj
pa tudi s hrano. Vec kot je Pb v tleh, bolj je koncentriran v rastlinah in posledi¢no ga je vec
v hrani (Oliver, 1997).

Po podatkih svetovne zdravstvene organizacije (WHO) je nevarno, ¢e vnesemo v telo vec
kot 500 pug/dan Pb. Pri otrocih pomeni zastrupitev ze koncentracija 250 - 550 pg Pb na liter
krvi. Otroci so posebej ogrozena skupina, saj so onesnazenju bolj izpostavljeni, njihovo
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telo pa zadrzi kar 40 - 50 % sprejetega Pb, medtem ko pri odraslih ljudeh telo zadrzi 10 —
50 % zauzitega Pb. V listi nevarnih snovi, ki jo objavlja EPA (Environmental Protection
Agency, ZDA), je svinec na prvem mestu (preglednica 1) (LeStan, 2002a). Lista vkljucuje
275 snovi, ki se nahajajo v okolju in so po oceni tveganja razvrs¢ene glede na potencialno
nevarnost za ¢loveka.

Preglednica 1: EPA lestvica prvih 12 nevarnih snovi.

1. svinec 5. benzen 9. kloroform

2. arzen 6. poliklorirani bifenili 10. benzo (b) fluoranten
3. zivo srebro 7. kadmij 11. DDT

4. vinil-klorid 8. benzo (a) piren 12. araklor 1260

Toksi¢nost Pb se kaze v metabolnih, krvnih in ledvi¢nih boleznih, ovira vezavo Fe na
protoporfirin, povzro€a anemije, pri odraslih tudi hipertenzijo. Povezan je z motnjami pri
reprodukciji, skoraj neovirano prehaja skozi placento. Pri otrocih prehaja tudi v mozgane,
zaradi nepopolnoma razvite bariere med krvjo in moZgani ter povzroca hiperaktivnost,
izpad motori¢nih funkcij in zaostalost.

Stevilne drzave so zaradi toksi¢nosti tezkih kovin omejile oz. prepovedale pridelavo hrane
meje dovoljenega letnega vnosa tezkih kovin s komposti in blati Cistilnih naprav. Vrednosti
za posamezna onesnazila v tleh, zraku in vodah, ki predstavljajo nevarnost za okolje in
zdravje Cloveka in dovoljene meje, dolo¢a Uredba o mejnih, opozorilnih in kriticnih
vrednostih in velja tudi za celotno obmocje Republike Slovenije (Uredba..., 1996).
Vrednosti za tezke kovine so navedene v preglednici 2.

cev v

je velik problem. Onesnazene povrSine ocenjujejo na nekaj miljonov hektarjev (Flathman
in Lanza, 1998). V Sloveniji so tla razmeroma neonesnazena, imamo pa nekaj ZariS¢ s
tezkimi kovinami onesnazenih tal (LeStan, 2002a):

- s Cd in Zn onesnazeno obmocje Celja,

- s Pb, Ni in Cr onesnazeno obmocje Jesenic,

- s Pb, Zn in Cd obremenjena Meziska dolina,

-z Hg onesnazena ldrija,

- s Pb onesnazena obmocja ob prometnicah.
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Preglednica 2: Mejne, opozorilne in kritine imisijske vrednosti za nekatere tezke kovine v tleh (Uredba...,
1996).

Mejna vrednost Opozorilna vrednost Kriti¢na vrednost
(mg kg™ (mg kg™ (mg kg™
Cd 1 2 12
Cu 60 100 300
Ni 50 70 210
Pb 85 100 530
Zn 200 300 720
Cr 100 150 380
cr' 25
Hg 0,8 2 10
Co 20 50 240
Mo 10 40 200
As 20 30 55

2.3 CISCENJE ONESNAZENIH TAL

Onesnazevanje tal je eden najbolj zapletenih in tezko resljivih okoljskih problemov. Tezke
kovine, poleg obstojnih organskih onesnazil, predstavljajo najvecjo nevarnost, saj so v
okolju in tleh odporne na fotolitsko, biolosko in kemijsko ragradnjo. V tleh se postopoma
nalagajo ter poslabSajo kemijske in biotske lastnosti tal. Mo¢no onesnazena tla so mrtva,
izgubijo samoocis¢evalno sposobnost in postanejo nevarna za okolje, zato jih je potrebno
ocCistiti.

S ciS€enjem oz. remediacijo tal (anglesko: remedy — zdravilo) se izboljSa kakovost tal,
omogocena pa je tudi varnejSa raba onesnazenih tal. Zaradi nerazgradljivosti tezkih kovin,
metode remediacije temeljijo predvsem na spreminjanju njihove mobilnosti in transporta v
tleh.

NajpreprostejSa nafina remediacije sta nadzorovano zmanjSevanje in preprecevanje
onesnazenja ter izkop in odvoz onesnazenih tal. Slednje je primerno za manjse povrsine z
mocno onesnazenimi tlemi in povr$ine, kjer onesnazila v tleh predstavljajo veliko tveganje
(npr.: okolica vrtcev in Sol). OnesnaZena tla so posebni odpadek, zato jih je potrebno
deponirati na posebej urejenih odlagalis¢ih (Gréman in sod., 2001).
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Pri remediaciji onesnazenih tal uporabljamo fizikalno — kemijske in bioloske metode
(Lestan, 2002a):
- Fizikalno - kemijske metode: ekstrakcija hlapov onesnazil, izpiranje tal,

solidifikacija in stabilizacija onesnazil, redukcija in oksidacija onesnazil.
- Fizikalno - kemijske metode, ki temeljijo na toplotni obdelavi onesnazil:

termi¢no pospesSena ekstrakcija, vitrifikacija, termi¢na desorpcija, sezig in
piroliza.
- Bioloske metode (bioremediacija): fitoremediacija, biostimulacija,

bioaugmentacija, obdelovanje tal in nadzorovana bioremediacija,
bioremediacija s kompostiranjem.

Pri fizikalno — kemijskih metodah s toplotno obdelavo, spremembami tlaka in dodatki
razli¢nih kemijskih snovi, pri bioloskih metodah pa z uporabo rastlin, mikroorganizmov in
encimov, povzrocamo kemijske transformacije onesnazil, spreminjamo njihovo topnost in
mobilnost v tleh in s tem vplivamo na njihovo dosegljivost za zive organizme.

Metode remediacije lahko potekajo ex situ (potreben predhoden izkop tal) ali in situ (na
mestu onesnazenja). Izbira najprimernejSe metode remediacije je odvisna od lastnosti tal
(pH, tekstura, poroznost, vsebnost organske snovi...), vrste onesnazila, njegove
koncentracije in razSirjenosti ter zahtevane stopnje Cistosti glede na vrsto rabe tal.
Zahtevana stopnja remediacije tal je navadno predpisana z zakonodajo in se razlikuje glede
na rabo tal (LeStan, 2002b). Za kmetijska zemljiS€a so merila strozja kot za tla v
industrijskih obmogjih.

2.3.1 Fitoremediacija

Fitoremediacija je definirana kot uporaba zelenih rastlin za odstranjevanje onesnazil iz
okolja (Cunningham in sod., 1995). Na podlagi znanstvenih odkritij in interdisciplinarnih
raziskav se je razvila v obetajoco, ekonomsko sprejemljivo in okolju prijazno tehnologijo.
Fitoremediacija se lahko uporablja za in sifu odstranjevanje organskih in anorganskih
onesnazil iz trdih in tekocCih substratov.

Trenutno obstaja ve¢ razlicnih tehnologij fitoremediacije, ki so razdeljene na sledeca
podro¢ja (Salt in sod., 1998):
- Fitoekstrakcija: uporaba rastlin, ki akumulirajo tezke kovine iz onesnazenih
tal v rastlinski biomasi (nadzemne dele rastlin, gomolje...).

- Fitodegradacija: wuporaba rastlin in z njimi povezanih talnih
mikroorganizmov za pospeSeno razgrajevanje organskih onesnazil v
rizosferi.
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- Rizofiltracija: uporaba rastlin za akumulacijo onesnazil, predvsem tezkih
kovin, za ¢iS¢enje voda in odplak.
- Fitostabilizacija: uporaba na onesnazila odpornih rastlin za mehansko

stabilizacijo onesnaZenih tal proti eroziji (LeStan, 2002a).
- Fitovolatilizacija: uporaba rastlin za biolosko transformacijo (metilacija,
etilacija) onesnazil v hlapne snovi, v metabolizmu rastline (v procesu

sodelujejo visoko specializirani encimi).

2.3.2 Fitoekstrakcija tezkih kovin

Fitoekstrakcija je postopek €iS€enja tal, ki izkori§¢a akumulativne lastnosti rastlin, da iz tal
sprejmejo in v svojo nadzemno biomaso vgradijo dolocene koli¢ine Skodljivih snovi,
najveckrat tezkih kovin. Metoda je uéinkovita za in situ ¢iS¢enje vecjih povrsin nizko do
srednje onesnazenih tal, pri cemer se kakovost in rodovitnost tal ne poslabsa, kot se pri
veCini fizikalno — kemijskih metod. Zaradi tehnoloske nezahtevnosti postopka pri

fitoekstrakciji ne nastajajo visoki stroski (Salt in sod., 1995).

Rastline preko koreninskega sistema crpajo kovinske ione iz talne raztopine. Mehanizmi
akumulacije obsegajo ekstracelularno in intracelularno vezavo kovin na naravne ligande,
translokacijo kovinsko-ligandnih kompleksov preko vaskularnega sistema in kopicenje
kovin v razli¢nih delih rastline (Raskin in sod., 1994). Po zakljucenem zivljenskem ciklu
rastlin, lahko pobrane dele rastlin, v katerih so nakopicene tezke kovine, kot kontaminiran
material prepeljemo na deponije ali pa jih sezgemo in dobimo t.i. biorudo. Tako se da
nekatere kovine,, npr. Ni, Ti in Co s postopkom fitoekstrakcije iz tal tudi pridobivati
(Anderson in sod., 1999; Brooks in sod., 1998).

Koncentracija kovinskih ionov, ki jih bo rastlina sprejela iz tal in akumulirala v svojih
tkivih, je odvisna od:

- vrste rastline in njene genetske predispozicije za fitoekstrakcijo,

- dostopnosti kovin v tleh, kovine se morajo nahajati v rizosferi,

- ostalih talnih in klimatskih dejavnikov.

Zeljene lastnosti fitoekstrakcijskih rastlin so hitra rast, velika nadzemna rastlinska biomasa,
sposobnost akumulacije velikih koli¢in tezkih kovin v nadzemnih delih, toleranca na tezke
kovine (Salt in sod., 1998) in globok koreninski sistem (LeStan in sod., 2001). Rastline naj
bi imele poznane agronomske lastnosti in uporabne dele biomase ali plodove, ki bi po
koncani fitoekstrakciji pokrili del nastalih stroSkov.
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- Pozetveni mikrobiolo$Ski
termalni ali
kemiéni procesi
Zetev
A

Translokacija ;
v nadzemne dele Prede!av::-: ali
rastline odstranitev

Crpanje korenin Dodatki tlem

povectajo dostopnost

tezkih kovin
v tleh

Slika 1: Shematski prikaz inducirane fitoekstrakcije in z njo povezani procesi (po Cunningham in sod., 1995)

Glede na sprejem in premescanje tezkih kovin po rastlini, lahko rastline razdelimo na ve¢
skupin (Ross, 1994):
1. na tezke kovine odporne rastline z omejenim sprejemom tezkih kovin v korenine in
omejenim prenosom iz korenin v nadzemne dele,
2. indikatorske rastline, pri katerih koncentracija tezkih kovin v rastlinskem tkivu
odraza koncentracijo tezkih kovin v tleh,
3. akumulatorske rastline, ki akumulirajo tezke kovine v svojih tkivih.

Metode fitoekstrakcije so se zacele razvijati vzporedno z odkrivanjem hiperakumulatorskih
rastlin (LeStan in sod., 2001). Hiperakumulatorske rastline so pionirske rastline, ki rastejo
na onesnazenih tleh s tezkimi kovinami v okolici metalurSke industrije. Odlikujejo jih
posebne genetske in fizioloSke zmogljivosti, saj so sposobne sprejemati, translocirati in
kopiciti v svoji biomasi velike koli¢ine kovin. Hiperakumulacija je pomembna
ekofizioloska adaptacija na stres zaradi tezkih kovin ter ena od oblik odpornosti na tezke
kovine (LeStan, 2002b). Hiperakumulatorske rastline lahko vsebujejo ve¢ kot 0,1% (1000
mg kg™) Ni, Cu, Co in Cr oz. ve¢ kot 1% (10000 mg kg™") Zn (Raskin in sod., 1994, cit. po
Gréman, 2001), ne glede na koncentracijo kovine v tleh. V naravi pa do sedaj Se niso
odkrili hiperakumulatorske rastline z visokim fitoekstrakcijskim potencialom za Pb. MoZna
razlaga je, da je Pb zaradi pretezne vezave na trdno fazo tal, organsko snov, okside in
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glinene delce, ter karbonate, v talni raztopini slabo topen in zatorej rastlinam skoraj
nedostopen (Ruby in sod., 1999).

Slaba lastnost velike vecine hiperakumulatorskih rastlin pa je majhna biomasa in pocasna
rast (Cunningham in sod., 1995) in s tem slabSa ucinkovitost fitoekstrakcije zaradi manjse
koli¢ine ekstrahiranih tezkih kovin. Hiperakumulatorske rastline navadno tudi akumulirajo
le specifi¢ne kovine; kovine ki jih navadno akumulirajo; kot so Ni, Zn in Cu pa ne spadajo
med najpomembnejSe onesnazevalce okolja (LeStan, 2006). Zato se v zadnjem Casu iSCe
nove, tudi gensko spremenjene vrste rastlin z Zeljenimi lastnostmi za hiperakumulacijo.

Poznamo dve osnovni strategiji fitoekstrakcije (Salt in sod, 1998):
- kontinuirana fitoekstrakcija s hiperakumulatorskimi rastlinami,
- inducirana fitoekstrakcija s pomocjo kelatnih ligandov.

Fitoekstrakcijo s hiperakumulatorskimi rastlinami imenujemo tudi kontinuirana
fitoekstrakcija (LeStan, 2002a). Kontinuirana fitoekstrakcija izrablja tiste specializirane
fizioloSke procese, ki dopuscajo rastlinam akumulacijo kovin preko celega rastnega cikla
in ki so znacilni za rastlinske hiperakumulatorje (Baker in Brooks, 1989). Dobre strani tega
postopka so nizka cena, enostavnost postopka in majhno ekolosko tveganje, slabe pa
predvsem dolgotrajnost postopkov in slabsa ucinkovitost (Huang in sod., 1997).

Na splosno je v tleh le majhen del kovin v sledovih v rastlinam dostopni obliki (Kabala in
Singh, 2001). Nekatere kovine, ki so Ze same po sebi biodostopne za rastline so Cd, Ni, Zn,
As, Se, Cu, slabo dostopne pa so Pb, Cr, U, Hg. (Alkorta in sod., 2004). Tezke kovine so
v tleh vezane na razlicne komponente, na razli¢ne nacine in od teh znacilosti je odvisna
njihova mobilnost in bioloska dostopnost (Kabala in Singh, 2001). Talne frakcije v katerih
se pojavljajo kovine v tleh so (Salt in sod., 1998):

1) prosti kovinski ioni in topni kovinski kompleksi v talni raztopini,

2) kovinski ioni, ki zavzemajo zamenljiva mesta drugih ionov na talnih koloidih,

3) kovine, vezane na organsko snov tal,

4) netopne soli in druge spojine, zlasti oksidi, karbonati in hidroksidi,

5) kovine izomorfi¢no vezane v strukturi silikatnih mineralov.

Rezultat antropogenega onesnazevanja tal so kovine v talnih frakcijah od (1) do (5).
Biodostopne so samo kovine v frakciji (1) in deloma kovine v frakciji (2).

Frakcionacija tezkih kovin v biodostopno in biolosko nedostopno frakcijo poteka pod
vplivom kationske izmenjave, procesov adsorpcije in desorpcije na organsko — mineralne
koloide, preperevanja mineralov, izpiranja, tvorjenja kompleksov, bioloske mobilizacije in
imobilizacije (Rieuwerts in sod., 1998). Potek reakcij dolocajo in omejujejo lastnosti tal
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kot so tekstura tal, vsebnost organske snovi, vsebnost in tip glinenih mineralov, vsebnost
Fe, Al ter Mn oksidov in prevladujoce fizikalno-kemijske razmere v tleh (pH, zasi¢enost z
vodo, prezraCenost, redoks potencial). Janssen in sod, 1997 porocajo, da je pH
najpomembnejSi parameter tal pomemben za izmenjevanje Pb, Zn in ostalih kovin med
talno raztopino in trdno fazo tal. Vzrok za povezavo med adsopcijo tezkih kovin na
izmenljivih mestih talnih koloidov ter pH tal, je v tekmovanju za adsorpcijska mesta na
talnih koloidih s H' ioni v kislih tleh (Rieuwerts in sod., 1998). Z naraiéajodo pH
vrednostjo talne raztopine pada prisotnost tezkih kovin v talni raztopini (Ross, 1994). S
spreminjanjem pH tal, dodajanjem organske snovi ter drugih snovi kot so ligandi in
organske kisline (ocetna, citronska in jabol¢na kislina) lahko spremenimo delez
biodostopnih tezkih kovin.

Rastline tudi same izloCajo skozi svoje korenine ligande, razlicne encime ter organske
kisline kot so citronska, jabol¢na in ocetna kislina, s katerimi povecujejo dostopnost
mikrohranil in s tem tudi tezkih kovin. Mobilnost kovin povecujejo tudi z izloCanjem
protonov, kar povecuje kislost rizosfere.

Inducirana fitoekstrakcija temelji na spoznanju, da lahko tezke kovine v tleh mobiliziramo
z dodajanjem nekaterih ligandov, kar povecuje dosegljivost tudi tezje dostopnih tezkih
kovin za rastline in translokacijo kovinskih kelatov iz korenin v nadzemne dele rastlin.
Uporaba ligandov tako omogoca izrabo ne-hiperakumulacijskih kmetijskih rastlin z
dobrimi agronomskimi lastnostmi kot so hitra rast in velika biomasa.

Metoda je v nasprotju s kontinuirano fitoekstrakcijo hitra in ucinkovita, ima pa tudi
pomembno slabost. Mobilizacija tezkih kovin z ligandi namre¢ povzroCa izpiranje
kovinskih kelatov v podtalnico in prehod v prehranjevalno verigo. Sporne so tudi nekatere
vrste ligandov, npr.: etilendiamin tetraacetat (EDTA), katerih kovinski kelati so
mikrobiolosko zelo stabilni in se v naravi pocasi razgrajujejo.

Ligandi so kemijske spojine, katerih molekule lahko tvorijo koordinativne kemijske vezi s
posameznimi kovinskimi ioni, kar privede do nastanka koordinacijskih spojin (kompleksov
ali kelatov). Koordinacijske spojine lahko definiramo kot spojine, pri katerih se na
centralni kovinski ion vezejo predvsem negativno nabiti ioni, ki nastopajo kot ligandi.
Kompleks je lahko elektro pozitiven, nevtralen ali negativen (Lazarini in Brencic, 1989).
Donor ali ligand mora imeti vsaj en par prostih elektronov, ki so na voljo za tvorbo
kompleksne spojine (Skoog in sod., 1988). Tak ligand imenujemo enovezni ligand ali
unidentat. Ligandom, ki prispevajo hkrati dva ali ve¢ elektronskih parov pravimo kelatni
ligandi (Lestan, 2002a) ali multidentati. Stevilo kovalentnih vezi, ki se tvorijo med
centralnim ionom in ligandom, imenujemo koordinacijsko Stevilo. Ponavadi je to Stevilo 2,
4 ali 6, posebno pa so stabilni kelati s koordinacijskimi Stevili 4, 6 ali 8.
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Stevilo ligandov je veliko, prav tako so raznovrstni njihovi kelati s tezkimi kovinami.
Pomembna skupina ligandov so aminopolikarboksilne kisline, ki se Siroko uporabljajo v
mnogih industrijskih panogah (papirna, kovinska, tekstilna, usnjarska...) (Schowanek in
sod., 1997, cit. po Gréman, 2001) ter kmetijstvu, kot dodatki mineralnim gnojilom za
povecanje dostopnosti mikrohranil iz tal (Mengel in Kirkby, 1987) in vzdrzevanje topnosti
mikrohranil v hidroponskih raztopinah. Lo¢imo naravne in sinteticne ligande.

EDTA je med aminopolikarboksilnimi kislinami najpogosteje uporabljen sinteti¢ni ligand.
Uporablja se ga kot titrant v analitski kemiji, v veliki koli¢ini pa tudi v kozmetiki, pralnih
praskih in drugih detergentih. Ima strukturo heksadentatnega liganda, kar mu omogoca
izjemno stabilnost, s tem pa tudi veliko odpornost na fotokemi¢no in mikrobno razgradnjo.
V tleh tvori vodotopne kovinske kelate zato se uporablja tudi v postopkih fitoekstrakcije za
mobilizacijo in povecanje bioloske dostopnosti tezje dostopnih tezkih kovin v tleh, kot je
Pb.

Zaradi velike vodotopnosti kovinskih kelatov ter zaradi omejene sposobnosti sprejema v
rastline, gre viSek navadno skozi talni profil, kjer lahko obstojnejsi kelati ogrozijo druge
naravne vire, npr. podtalnico (Jaworska in sod., 1999). EDTA je fitotoksi¢en in toksicen za
vecino mikroorganizmov v tleh, ki predstavljajo temelje prehranjevalne verige in igrajo
pomembno vlogo pri talnih procesih. Posledica Siroke uporabe in pocasne razgradnje je
porast koncentracije EDTA v nekaterih evropskih rekah do 100 pg/L, kar ze predstavlja
tveganje za okolje in zdravje ljudi.

Aminopolikarboksilne kisline so nedavno odkrili tudi v naravi. Prva taka snov je bila
etilendiamin dijantarjeva kislina (EDDS), ki so jo leta 1984 izolirali iz aktinomicete
Amycolatopsis orientalis (Nushikiori in sod., 1984). EDDS ima dva kiralna C atoma, kar ji
omogoca tvorbo razlicnih prostorskih izomer [S,S]-, [R,S]- in [R,R]- (slika 2).
Amycolatopsis orientalis proizvaja samo [S,S]- izomero (Jaworska in sod., 1999), katera je
tudi mikrobiolosko razgradljiva snov, medtem ko sta ostali izomeri EDDS slabse
razgradljivi ([R,S]-) oz. nerazgradljivi ([R,R]-). V diplomskem poskusu smo uporabili
[S,S] - EDDS, saj so pretekli poskusi ze pokazali, da je kot ligand podobno ucinkovit za
fitoekstrakcijo kot ze ekolosko sporen EDTA, pa tudi izpiranje ligandnega kompleksa s Pb,
Zn in Cd ter toksi¢nost za mikroorganizme se je mo¢no zmanjSalo (LeStan in sod., 2001).
Polovica [S,S] - EDDS — a se v tleh razgradi v dveh dneh in pol, v celoti pa se mineralizira
v 28 dneh. EDDS je nehlapna, v vodi dobro topna (>1000 g/l) spojina, ki ni lipofilna
(Jaworska in sod., 1999). EDDS se danes podobno kot EDTA kot sestavina detergentov
uporablja v precejSnih kolic¢inah. Cena EDDS pa je Se vedno veliko visja kot cena EDTA
(5000 EUR/tono) (Lestan, 2002a).
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Slika 2: Strukturne formule razli¢nih izomer EDDS (Jaworska in sod., 1999).

Zeljene lastnosti idealnega liganda za inducirano fitoekstrakcijo so (Lestan, 2006):
- specifi¢nost za doloc¢eno vrsto kovine,
- vodotopnost v svoji izvirni obliki za laZje tretiranje tal,
- lipofilnost kovinskih kelatov za lazjo absobcijo v rastline in preprecitev
izpiranja v podtalnico,
- netoksi¢nost za talne organizme in rastline,
- nizka cena.

2.3.3 Pranje tal

V diplomski nalogi smo metodo inducirane fitoekstrakcije z uporabo liganda [S,S] - EDDS
izvedli v kombinaciji z metodo pranja tal. To je fizikalno — kemijska metoda pri kateri tla
izpiramo z vodo z dodanimi ligandi (npr. EDTA, EDDS), ki povecajo topnost in mobilnost
tezkih kovin. Metoda lahko poteka in situ ali ex situ. Pri in situ metodi je pomembno, da se
obmocje onesnazenja nahaja nad nepropustnimi plastmi, da se prepre¢i odtekanje
raztopljenih onesnazil v podtalnico.

V nasi raziskavi smo skusSali prepreciti izpiranje in migracijo mobiliziranih tezkih kovin v
nizje sloje z namestitvijo HPRP pod plastjo onesnazenih tal. HPRP so sestavljene iz
substratov, ki omogocajo visoko mikrobno aktivnost ter iz sorptivnih materialov, ki vezejo
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in imobilizirajo tezke kovine. V talni raztopini raztopljeni kovinski kelati namre¢ pronicajo
skozi talni profil v HPRP, kjer se pod vplivom mikroorganizmov razgradijo, sproSceni
kovinski ioni pa se nato vezejo v sorptivni plasti HPRP. Skozi HPRP tako pritece
raztopina, ki skoraj ne vsebuje veC tezkih kovin. Za ucinkovito delovanje HPRP pri
remediaciji tal je torej nujna bioloska razgradljivost kelata tezke kovine in liganda ter
imobilizacija sproS¢enih tezkih kovin v pregradi (Kos, 2004).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Tla

V poskusu smo uporabili vrtna tla onesnaZena s Pb in Zn iz MezZiske doline (Zerjav). Talne
vzorce smo zbrali iz povrSinskega sloja tal, do globine 30 cm. OnesnaZenje tal v MeZiski
dolini je posledica atmosferskih emisij zaradi ve¢ stoletij delovanja rudnika in topilnic Pb
in Zn.

Rezultati standardne pedoloske analize so pokazali visoko vsebnost Pb in Zn v izbranih
tleh. Koncentracija Pb je bila ve& kot trikrat ve&ja (1750 mg kg™') od kriti¢ne vrednosti
(530 mg kg') za Pb v tleh, (Uredba..., 1996), koncentracija Zn pa skoraj dvakrat ve&ja
(1300 mg kg') od kritiéne vrednosti (720 mg kg') za Zn v tleh, (Uredba..., 1996).
Pomembnejse pedoloske lastnosti tal in vsebnosti tezkih kovin so podane v preglednici 3
(pedoloske analize tal so bile narejene na Katedri za pedologijo in varstvo okolja).

Preglednica 3: Osnovne pedoloske lastnosti izbranih tal ter vsebnost tezkih kovin.

Lastnosti vrtnih tal iz MezZiSke doline

(0—30 cm)

teksturni razred PI
pesek (%) 56.3
melj (%) 32.6
glina (%) 11.1
pH (CaCl,) 7.1
organska snov (%) 9.3
skupni dusik (%) 0.27
P (mgkg™) 310.3
K (mg kg™) 50.6
CO; (gkg") 153.6
CEC (mmol C" 100 g 23.3
Pb (mg kg™) 1750

Zn (mg kg™) 1300
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3.1.2 Testna fitoekstrakcijska rastlina

V poskusu smo uporabili kultivar industrijske konoplje (Cannabis sativa) kot
fitoekstrakcijsko rastlino. Kot rastlina z veliko biomaso in hitro rastjo obeta visok
fitoekstrakcijski potencial za Pb in Zn.

Botani¢na klasifikacija industrijske konoplje:

Kraljestvo:  Plantae

Deblo: Magnoliophyta (kritosemenke)
Razred: Magnoliopsida (dvokali¢nice)
Red: Urticales

Druzina: Cannabaceae

Rod: Cannabis

Vrsta: Cannabis sativa

Podvrsta: Cannabis sativa L. subsp. sativa

Sadike smo vzgojili iz semen na setvenih ploscah.

Slika 3: Konoplja (Cannabis sativa); levo (Kohler..., 2007), desno (Ceh Breznik, 2007).
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3.1.3 Ligand

Pb in Zn v tleh smo mobilizirali z dodatkom biorazgradljivega liganda [S,S] — EDDS, dar
proizvajalca Octel (Cheshire, UK). Ligand z molsko maso 292 g mol™ je bil uskladis¢en v
obliki 30,6 % zalozne vodne raztopine EDDS. Pri dodatku 10 mmol [S,S] — EDDS kg'1
suhih tal, smo uporabili 9,54 g 30,6 % raztopine [S,S] — EDDS. Kolonam smo [S,S] —
EDDS dodali v enkratnem odmerku, raztopljeno v 50 ml deionizirane vode kg™ suhih tal.

Pri izradunu koli¢ine dodanega liganda ter deionizirane vode smo morali upoStevati
razli¢ne viSine zgornjih plasti tal v kolonah (20 cm, 30 cm ter 40 cm). V preglednici 4 so
podane koli¢ine dodanega liganda [S,S] — EDDS glede na viSino vrhnje plasti tal v
kolonah.

Preglednica 4: Koli¢ine dodane 30,6 % raztopine [S,S] — EDDS in vode glede na viSino vrhnje plasti tal v
kolonah.

Visina zgornje plasti tal [S,S]-EDDS (g) Deionizirana voda (ml)

20 cm 90,79 476
30 cm 136,19 713
40 cm 182,55 957
Kontrola (30 cm) 136,19 713

3.1.4 Talne kolone

Talne kolone je sestavljalo podnoZzje in dva PVC obroc¢a razli¢nih viSin (20 cm, 30 cm in
40 cm) s premerom 25 cm. Med posamezne obro¢e smo vstavili dva usmerjevalna obroca
za usmerjanje vode proti sredini kolone, da smo preprecili odtekanje vode ob robovih
kolone. Obroce smo medseboj spojili s silikonskim kitom, stabilnost kolon pa smo
povecali Se s tesnili iz gume pri vsakem spoju. Podnozje je bilo sestavljeno iz spodnjega
obroca, ki je bil s silikonskim kitom pritrjen na podstavek s petimi odprtinami, v katere
smo vstavili PVC cevke. Odcedna voda iz kolon se je skozi cevke zbirala v 1,5 1
plastenkah. Za preprecitev izpiranja talnih delcev v plastenke, smo na dno vsake kolone
vstavili tanko plasticno mrezico s premerom odprtin 0,2 mm.
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3.1.5 Horizontalna prepustna reaktivna pregrada

Za preprecevanje izpiranja mobiliziranega Pb in Zn smo v kolone vkljucili HPRP, ki smo
jih namestili v razli¢ne globine tal (20 cm, 30 cm in 40 cm pod povrSino tal). Kontrolne

kolone

niso vsebovale HPRP.

HPRP je bila sestavljena iz treh plasti:

Da bi

Substratna plast, ki omogoca in vzdrzuje visoko mikrobno aktivnost (3 cm visine):
zaganje (181,17 g), sojina moka (181,17g) in vermikulit (40,26 g).

Plast tal (2 cm viSine).

Apatitna plast (3 cm viSine) kot sorptivna plast, ki omogoca vezavo in s tem
imobilizacijo tezkih kovin: apatit (Cas(PO4);OH, Riedel — de Haen, Seelze) (35,4
g), vermikulit (113,5 g) ter suha tla (659 g).

lo¢ili in preprecili meSanje posameznih plasti med seboj, smo mednje vstavili

plasti¢ne mrezice (D =4 mm).

3.2 METODE

Kolonski poskus je potekal v rastlinjaku Katedre za pedologijo in varstvo okolja,

laboratorijske analize pa so bile izvedene v laboratorijih Centra za pedologijo in varstvo

okolja.

3.2.1 Eksperimentalni del

3.2.1.1

Zasnova in postavitev poskusa

V poskusu smo Zeleli preveriti:

Ucinkovitost [S,S] — EDDS za inducirano fitoekstrakcijo Pb in Zn v konopljo
(Cannabis sativa).

Ucinkovitost HPRP, nameS¢enih v razli¢nih globinah tal, za preprecevanje
izpiranja Pb in Zn.

Ucinkovitost konoplje (Cannabis sativa) kot fitoekstrakcijske rastline.

Izvedli smo kolonski poskus s poruSenim talnim profilom in HPRP, nameS¢eno v razli¢nih
globinah tal. Poskus s Stirimi poskusnimi obravnavanji, smo izvedli v §tirth ponovitvah
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(skupaj 16 kolon). Razlike med posameznimi obravnavanji so bile predvsem v globini
namestitve HPRP v kolonah. Zaradi hkratnega izvajanja kombinacije dveh metod, smo
morali pri metodi inducirane fitoekstrakcije postaviti dodatne 4 kontrolne kolone brez
dodanega liganda za ovrednotenje in primerjavo rezultatov vsebnosti Pb in Zn v rastlinah.

Razlike med posameznimi poskusnimi obravnavanji so bile:
- HPRP namescena 20 cm pod povrsino tal,
- HPRP namesc¢ena 30 cm pod povrsino tal,
- HPRP namescena 40 cm pod povrsino tal,
- kontrola — brez HPRP, samo 30 onesnazenih tal.

-
]
]
E

30 cm 40 cm kontrola

OO0
OO0
OO0
OO0

Slika 4: Eksperimentalna zasnova poskusa (HPRP 20 cm, 30 cm, 40 cm pod povrsino tal ter kontrola v 4
ponovitvah).

Na dno vsake talne kolone s HPRP smo najprej vstavili tanko plasticno mrezico s
premerom odprtin 0,2 mm. Nanjo smo nasuli 2 cm plasti tal (952 g). Sledila je dvoplastna
HPRP, lo¢ena z 2 cm plastjo suhih tal (sestava HPRP je opisana v 3.1.5). HPRP smo od
plasti tal locili s plastiénimi mrezicami (D = 4 mm), da bi preprecili meSanje.

Nad pregrado smo glede na obravnavanje nasuli razlicno visoko plast onesnazenih zra¢no
suhih tal (20 cm, 30 cm ter 40 cm) z 9,5 kg, 14,2 kg in 19,1 kg suhih tal. Zra¢no suha tla
smo predhodno presejali skozi sito z luknjicami Sirine 5 mm. V kontrolne talne kolone brez
HPRP smo nasuli samo 30 cm onesnazenih zra¢no suhih tal (14,2 kg). Posamezne plasti
smo predhodno temeljito premesali.
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ZBIRALNA POSODA ZA
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Slika 5: Shematski prikaz sestave talne kolone (LeStan in sod., 2001)

V vseh kolonah smo nato tla pognojili s 100 mg kg™ N v obliki (NH4),SOy ter s 100 mg
kg K v obliki K,SO,.

3.2.1.2 Setev testne rastline

V plasticne loncke premera 12 cm, napolnjene s substratom za vzgojo sadik, smo posejali
100 semen konoplje. Dva tedna stare sadike konoplje (Cannabis sativa) smo presadili v
sestavljene kolone z onesnazenimi tlemi. Odbrali smo 16 najkakovostnejSih in po rasti
izenacenih rastlinic.

3.2.1.3 Rezim zalivanja

Po posaditvi rastlin v kolone smo obilno zalili, dokler voda ni pritekla skozi kolono, da
smo aktivirali HPRP. Zalivali smo dvakrat tedensko. Prvi¢ smo zalili s 500 ml vode kolone
z 20 cm tal nad HPRP, kolone z visino 30 cm ter kontrolne kolone smo zalili s 750 ml
vode, kolone visoke 40 cm pa s 1000 ml vode. Ker smo ugotovili, da je vode prevec, smo
koli¢ino vode zmanjSali za polovico. Do dodatka liganda [S,S] — EDDS smo zalili Se
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dvakrat in sicer kolone visoke 20 cm z 250 ml vode, 30 cm kolone in kontrolne kolone z
375 ml, 40 cm kolone pa s 500 ml vode.

Po 21 dneh smo kolone zalili z raztopino liganda [S,S] — EDDS, 10 mmol kg™ suhih tal
razred¢eno s 50 ml deionizirane vode kg'1 suhih tal. Potreben je bil ustrezen preracun
glede na razli¢ne koli¢ine tal v kolonah (priprava liganda je opisana v 3.1.3.). Po dodatku
liganda smo zalivali dvakrat tedensko Se Sest tednov s koli¢ino vode, ki smo jo dodali
ligandu (50 ml kg™ tal).

3.2.1.4 Odvzem vzorcev odcednih vod

Z zalivanjem smo zaceli pet dni po dodatku liganda in tako zaceli z izpiranjem Pb in Zn iz
tal. Izprano vodo iz kolon smo zbirali v 1,5 I plastenke nameS¢ene pod talnimi kolonami.
Odcednim vodam smo Sest tednov enkrat tedensko izmerili volumen, odvzete manjse
vzorce smo s pomocjo vakumske Crpalke prefiltrirali skozi filter paper (Nr.595), ter jih
shranili v hladilniku (5 © C) za nadaljnje analize.

3.2.1.5 Priprava vzorcev rastlinskih tkiv

Nadzemne dele rastline smo peti dan po dodatku liganda pozeli. Isto¢asno smo pozeli tudi
rastline v kontrolnih kolonah, kjer ni bil dodan ligand. Stebla smo odrezali 1 cm nad
povrsino tal. Rastlinske dele smo temeljito sprali z deionizirano vodo ter jih lo¢eno shranili
v papirnate vrece. Vzorce rastlinskih tkiv smo nato susili v suSilniku pri T 60°C do
dosezene konstantne mase. Suhe vzorce smo zmleli v laboratorijskem titanovem
centrifugalnem mlinu. Vzorce smo tako pripravili za nadaljnje analize.

3.2.1.6 Odvzem vzorcev tal

Po kon¢anem poskusu smo iz kolon odvzeli vzorce tal in kolone razdrli. Kolone z 20 cm in
30 cm plastjo tal nad HPRP smo spraznili do HPRP, zemljo temeljito premesali ter iz
vsake kolone vzeli reprezentativni vzorec. Pri kolonah s 40 cm plastjo tal nad HPRP, smo
vzorce jemali po plasteh na 10 cm. Vsako plast posebej smo pred vzorcenjem premesali.
Vzeli smo tudi reprezentativni skupni vzorec iz celotne 40 cm plasti. Kontrolne kolone
brez HPRP smo popolnoma izpraznili, tla premesali ter odvzeli vzorec. Vse vzorce tal smo
shranili v papirnate vrecke ter jih en teden susili v suSilniku. Suhe vzorce tal smo zmleli v
ahatnem mlinu ter jih nato presejali skozi 150 um sito. Vzorce smo tako pripravili za
nadaljnje analize s postopkom razklopa z zlatotopko.
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3.2.1.7 Mikrobna aktivnost v HPRP

Aktivnost mikroorganizmov v HPRP smo doloc€ili z merjenjem proizvedene metabolne
toplote. Temperaturne sonde, dolge 10 cm, smo vodoravno namestili v substratno plast
(sojina moka obogatena z zaganjem in vermikulitom) HPRP in sicer v kolone s HPRP 30
cm pod povrsino tal ter v kontrolne kolone brez HPRP. Merilni aparat, povezan s
temperaturnimi sondami, je belezil razlike v temparaturah v HPRP in v tleh v kontrolnih
kolonah.

3.2.2 Analitske metode

3.2.2.1 Dolocanje vsebnosti Pb in Zn v tleh

Vsebnost Pb in Zn v talnih vzorcih smo dolocili po razklopu z zlatotopko (ISO 11466,
1995; ISO/DIS 11047, 1995). V reakcijsko posodo smo zatehtali priblizno 3 g zmletega
vzorca tal, ga navlazili z 1 ml vode ter mu med mesanjem dodali 21 ml solne kisline (HCI)
in po kapljicah 7 ml duSikove kisline (HNO3). Reakcijske meSanice vzorcev tal smo pustili
stati 16 ur pri sobni temperaturi. Nato smo jih postopoma 2 uri segrevali priklopljene na
povratne hladilnike, skozi katere je krozila voda, da bi preprecili izgube v obliki hlapov.
Vsebino posod smo ohladili, prefiltrirali v 100 ml bucke ter dopolnili do oznacbe z
deionizirano vodo. Pb in Zn smo izmerili z metodo atomske absorbcijske
spektrofotometrije (AAS, Parkin Elmer 1100). Meritve z AAS so opravili sodelavci
Katedre za pedologijo in varstvo okolja.

3.2.2.2 Dolocanje vsebnosti Pb in Zn v odcednih vodah

Pb in Zn smo v prefiltriranih odcednih vodah dolocali z metodo plamenske atomske
absorbcijske spektrofotometrije (Flame - AAS, Parkin Elmer 1100). Meritve z AAS so
opravili sodelavci Katedre za pedologijo in varstvo okolja.

3.2.2.3 Dolocanje vsebnosti Pb in Zn v nadzemnih delih rastline

Koncentracijo Pb in Zn v rastlinskem tkivu, smo dolo¢ili po mikrovalovnem razkroju s
koncentrirano (70%) dusSikovo kislino (HNOs;). V reakcijske posodice smo zatehtali
priblizno 0,3 g suhega in zmletega rastlinskega tkiva ter ga prelili z 2 ml (70%) HNOs in 2
ml deionizirane vode. Posode smo zaprli in vzorce razkrojili v mikrovalovni peci (MDS —
2000, CEM). Po kon¢anem razkroju smo vzorce ohladili do sobne temperature ter jih
razred¢ili do 25 ml z deionizirano vodo. Z nadaljnjimi analizami s plamensko atomsko
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absorbcijsko spektrofotometrijo (Flame — AAS, Parkin Elmer 1100) smo dolo¢ili vsebnost
Pb in Zn v razklopu. AAS meritve so opravili sodelavei Katedre za pedologijo in varstvo
okolja.

3.2.2.4 Dolocanje fitoekstrakcijskega potenciala in biokoncentracijskega faktorja

Ucinkovitost fitoekstrakcije Pb in Zn s konopljo smo dolocili z izraCunom
biokoncentracijskega faktorja (BCF) ter fitoekstrakcijskega potenciala (PP). Z BCF lahko
dolo¢imo indeks, ki nam pove kaksna je sposobnost rastline za akumulacijo dolocene tezke
kovine glede na njeno vsebnost v tleh (Zayed in sod., 1998). BCF smo izracunali kot
razmerje med koncentracijami Pb in Zn v nadzemnih tkivih konoplje in v tleh. Za
ucinkovito fitoekstrakcijo, mora biti BCF vecji od 1, glede na dosezeno biomaso rastline.

PP, izrazen v kg ha”', predstavlja celotno koli¢ino tezkih kovin, ki se v enem ciklu
fitoekstrakcije ekstrahirajo iz tal na povrsini 1 ha (LeStan, 2006). PP za konopljo smo
izraCunali iz koncentracij Pb in Zn v rastlinskem tkivu po enkratnem dodatku liganda [S,S]
- EDDS in pridelka suhe biomase konopje ha™. V izradunu je bil uporabljen podatek o
pridelku biomase konoplje (Cannabis sativa), ki znasa 25000 ton suhe biomase ha™ (Jevti¢,
1986).

3.2.3 Statisticna analiza

Rezultate kemijskih analiz smo statisticno obdelali. Statisticno znacilne razlike med
obravnavanji smo ugotavljali po metodi analize variance — ANOVA in Tukey-evega
(HSD) testa mnogoterih primerjav. Pri izraCunih smo upostevali 5 % tveganje.
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4 REZULTATI

4.1 VSEBNOST Pb IN Zn V KONOPLIJI

Rastline so tri tedne po presaditvi v kolone normalno rastle in hitro povecevale svojo
biomaso. Po dodatku biorazgradljivega liganda [S,S] — EDDS, so se v petih dneh na
rastlinah zaceli pojavljati vidni simptomi toksi¢nosti. Na listih smo opazili nekroti¢ne lise,
rastline so se zacele starati in suSiti.

Analiza suhega rastlinskega tkiva je pokazala, da enkratni dodatek 10 mmol kg™ [S,S] —
EDDS poveca vsebnost Pb in Zn v testni rastlini (Cannabis sativa). Rastline so v svojih
nadzemnih tkivih akumulirale 1026 + 442 mg kg™ Pb in 330,3 + 114,7 mg kg Zn, kar je
1926-krat ve¢ Pb in 7,5-krat ve¢ Zn kot v kontrolnih rastlinah, pri katerih v tla ni bil dodan
ligand. Razlike med obravnavanji z dodanim ligandom in kontrolnim obravnavanjem so
statisticno znacilne. Med posameznimi obravnavanji z dodanim ligandom (20 cm, 30 cm in
40 cm HPRP kolone) ni statisticno znacilnih razlik.
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Slika 6: Vsebnost Pb in Zn v zelenih delih konoplje (Cannabis sativa), ki so rasle v 20 cm, 30 cm in 40 cm

HPRP kolonah po dodatku 10 mmol kg'1 [S,S] — EDDS ter v kontrolnih kolonah brez dodatka liganda.
Rezultate podajamo kot povpreéje 4 ponovitev + standardna deviacija.
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Zanimivo je, da so rastline ob dodatku liganda v svojih nadzemnih delih akumulirale trikrat
ve¢ Pb kot Zn, medtem, ko je bilo pri kontrolnih rastlinah brez dodanega liganda ravno
obratno. Povpretna koncentracija Zn v kontrolnih rastlinah je bila 44,29 mg kg,
koncentracija Pb pa le 0,53 mg kg'. Povpretne vrednosti koncentracij Pb in Zn po
posameznih obravnavanjih so prikazane na sliki 6.

4.2 DELOVANIE HPRP

V kolonskem poskusu smo Zeleli preveriti u¢inkovitost HPRP za preprecitev izpiranja Pb
in Zn iz kolon. HPRP je bila sestavljena iz substratne plasti (z Zagovino obogatena sojina
moka premeSana z vermikulitom) za vzdrzevanje mikrobne aktivnosti ter iz plasti z
mesSanico apatita, tal in vermikulita za imobilizacijo tezkih kovin. Kelati [S,S] — EDDS s
Pb in Zn, ki so nastali po dodatku liganda v onesnazenih tleh, so se izpirali skozi talni
profil v pregrado, kjer so jih mikroorganizmi razgradili, prosti kovinski ioni pa naj bi se
adsorbirali v apatitni plasti.

4.2.1 Mikrobna aktivnost v HPRP

Mikrobno aktivnost v HPRP smo spremljali z merjenjem proizvedene metabolne toplote v
substratni plasti in v tleh kontrolne kolone. Temperaturne razlike med kolono s HPRP
postavljeno 30 cm globoko in kontrolno kolono s 30 cm visino tal so prikazane na sliki 7.
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Slika 7: Temperaturna razlika med substratno plastjo v koloni s HPRP na globini 30 ¢cm ter tlemi v kontrolni
koloni brez HPRP.
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Iz slike 7 je razvidno, da je temperatura v substratni plasti HPRP med procesom
remediacije ostala vi§ja kot v kontrolnih kolonah brez HPRP. Temperatura v substratni
plasti je po dodatku [S,S] — EDDS zacela naraScati. Najvisjo temperaturno razliko smo
zabelezili 14. dan, nakar je v povprecju dva tedna ostala konstantna z vrednostjo 1,7 ° C,
po 29. tednu pa je zacela upadati.

V plasti tal, tik nad HPRP, smo opazili nekaj mm velike delce kovinskega izgleda (slika 8),
ki jih pred postopkom remediacije ni bilo. Kemijska analiza, ki so jo opravili sodelavci
Katedre za pedologijo in varstvo okolja je kasneje pokazala, da gre za svinCev sulfid (PbS)
oz. galenit.

Slika 8: PbS v talnih kolonah, v plasti tal tik nad HPRP. Fotografija je desetkrat povecana.



Derman N. Kombinirana metoda inducirane fitoekstrakcije in pranja tal onesnazenih s Pb in Zn. 30
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2007

4.2.2 Dinamika izpiranja Pb in Zn v odcednih vodah

Analize odcednih vod so pokazale, da so bile HPRP postavljene 20 cm pod povrsino tal
ucinkovite pri preprecevanju izpiranja Pb in Zn. Iz slike 9,10 je razvidno, da je bilo
izpiranje Pb in Zn med 6 tedenskim pranjem tal z vodo po dodatku enkratnega odmerka 10
mmol kg™ [S,S] — EDDS zelo majhno. V povpre&ju se je po koncu pranja tal izpralo iz 20
cm talnih kolon 0,64 mg Pb in 32,95 mg Zn, kar je le 0,003 % Pb in 0,18 % Zn od prvotne
vsebnosti teh dveh elementov v tleh.
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Slika 9, 10: Koncentracije Pb in Zn v odcednih vodah iz kolon s HPRP 20, 30 in 40 cm globoko ter iz
kontrolnih kolon brez HPRP po dodatku 10 mmol [S,S] — EDDS kg™ suhih tal. Rezultate podajamo kot
povprecje 4 ponovitev + standardna deviacija.
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HPRP, postavljene 30 cm globoko, so bile tudi u¢inkovite pri zadrzevanju obeh tezkih
kovin, saj se je v primerjavi s kontrolnimi kolonami brez HPRP in z enako viSino
onesnazenih tal, izpralo 435-krat manj Pb in 4-krat manj Zn. Iz teh kolon se je v povprecju
izpralo 1,78 mg Pb ter 198,12 mg Zn, kar je le 0,007 % Pb in nekoliko ve¢, 1,07 % Zn od
prvotne vsebnosti Pb in Zn v tleh. Razlike v koncentracijah Pb in Zn v odcednih vodah
med kontrolnimi kolonami brez HPRP in kolonami s HPRP postavljeno 30 cm pod
povrsino tal so statisticno znacilne.

HPRP, postavljene 40 cm globoko v tleh, so u¢inkovito zmanjsale izpiranje Pb, saj se ga je
iz kolon izpralo v povprecju 1,81 mg, kar je le 0,007 %. V nasprotju s Pb pa HPRP na tej
globini niso preprecile izpiranje Zn, saj se je iz kolon po Sestih tednih izpralo v povprecju
kar 712,63 mg Zn, kar je 3,85 %. 1z kontrolnih kolon brez HPRP, se je po Sestih tednih v
povprecju izpralo 757,6 mg Pb in 797,9 mg Zn, kar je 3,04 % Pb in 4,31 % Zn.

Iz slike 9,10 je opazno tudi, da je bilo izpiranje Pb po dodatku liganda skoraj konstantno
majhno in po Sestih tednih tudi zaklju€eno pri vseh treh obravnavanjih, medtem, ko je bilo
izpiranje Zn majhno in primerljivo s Pb le zaCetna 2 do 4 tedne. Najvecje izpiranje Zn je
bilo opazno v 40 cm kolonah, ki je po dveh tednih zacelo naglo narascati do te mere, da v
primerjavi s kontrolnimi kolonami brez HPRP ni bilo ve¢ statisticno znacilnih razlik.
Izpiranje Zn iz 40 cm kolon je doseglo maksimum v 5. tednu, nakar je nekoliko upadlo
vendar celo presegalo izpiranje v kontrolnih kolonah. HPRP, postavljene na 20 cm in 30
cm pod povrsino tal, so bile u¢inkovitejSe pri preprecevanju izpiranja Zn, vendar je tudi pri
teh kolonah po petem tednu izpiranje zacelo narascati in kaze, da v Sestih tednih naSih
meritev ni doseglo maksimuma.

4.3 VSEBNOST Pb IN Zn V TLEH

Po koncu Sest tedenskega cikla pranja tal z vodo po dodatku [S,S]— EDDS, smo analizirali
talne vzorce porusenih kolon. Vsebnost Pb in Zn smo dolocili iz povpreénih vzorcev
celotnih tal v vseh kolonah, v kolonah s HPRP 40 cm globoko pa smo vsebnost Pb in Zn
dolocili tudi po posameznih 10 cm globokih plasteh. Koncentracijo tezkih kovin smo
dolo¢ili tudi v vseh treh plasteh HPRP ter v 2 cm plasti tal pod HPRP.

Dinamika premeScanja Pb in Zn skozi posamezne plasti v kolonah s HPRP postavljeno 40
cm globoko je prikazana na sliki 11. Po enkratnem dodatku [S,S] — EDDS in med
izpiranjem kolon so se kovine prerazporedile po profilu v nizje plasti. Najve¢ Pb se je
izpralo iz zgornjih 20 cm plasti tal, medtem ko se je v zadnji 10 cm plasti tal nad HPRP
koncentracija Pb povecala.
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Slika 11: Dinamika izpiranja Pb in Zn skozi profil talnih kolon s HPRP postavljeno 40 cm globoko pred in po
dodatku liganda. Vrednosti so podane kot povpre¢ne koncentracije 4 ponovitev = standardna deviacija po 42
dnevnem izpiranju.

Iz tal nad HPRP se je v povpre&ju odstranilo 3,33 % Pb, iz 1750 mg kg™ na 1692 mg kg™,
(vzorceno iz celotne 40 cm plasti), ki se je nato pretezno akumuliral v HPRP, najve¢ v
apatitni plasti, kjer je koncentracija Pb narasla iz 1425 mg kg na 2094 mg kg'. Dodatek
liganda je dokaj enakomerno zmanjsal koncentracijo Zn po plasteh v tleh nad HPRP, iz
1300 mg kg na 1148 mg kg™ v povpregju. Od 11,69 % odstranjenega Zn, se ga je nekaj
akumuliralo v substratni plasti HPRP, ve¢inoma pa se je izpral skozi kolono.
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Iz tal v kolonah s HPRP 30 cm globoko se je v povpre¢ju odstranilo 2,53 % Pb, iz 1750 mg
kg' na 1706 mg kg™ ter 7,27 % Zn, iz 1300 mg kg™ na 1206 mg kg™ Iz tal v kolonah s
HPRP postavljeno 20 cm globoko pa se je z dodatkom [S,S] — EDDS odstranilo v
povprecju 2,07 % Pb, iz 1750 mg kg™’ na 1714 mg kg™ ter 4,15 % Zn, iz 1300 mg kg na
1246 mg kg'. Koncentracije Pb in Zn po posameznih plasteh kolone so podane v
preglednici 5.

Preglednica 5: Koncentracija Pb in Zn po posameznih plasteh talne kolone s HPRP postavljeno 40 cm
globoko po koncu 6 tedenskega izpiranja. Vrednosti so podane kot povpreéna koncentracija + s.d. Zacetna
koncentracija Pb je bila 1750 mg kg™, Zn pa 1300 mg kg™

Pb Zn

Plast (mg kg™) (mg kg™)

0-10cm 1519 +23 1131+ 10
10-20 cm 1604 + 28 1175 +24
20-30cm 1747 £ 35 1164 +37
30-40 cm 2059 + 39 1254 + 89
HPRP 1 1546 + 454 1156 +274
med HPRP 1513+ 175 1198 +94
HPRP 2 2094 + 179 1266 + 73

pod HPRP 1700 + 42 1338 + 42
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Ucinkovitost [S,S] - EDDS za inducirano fitoekstrakcijo Pb in Zn in vpliv na
mobilnost

Tezke kovine v tleh so za rastline in talne organizme vecinoma v nedostopni obliki, mo¢no
vezane na trdne delce v tleh. Z uporabo ligandov, lahko mobiliziramo tezke kovine in jim
povecamo dostopnost za rastline. Po podatkih analize opravljene v kemijskem laboratoriju
na Katedri za pedologijo in varstvo okolja, je bilo v tleh uporabljenih v poskusu kar 75 %
Pb vezanega na organsko snov, njegova vsebnost v talni raztopini pa je bila kljub mocni
onesnazenosti pod mejo detekcije. Zn je bil nekoliko dostopnejsi, saj ga je bilo v talni
raztopini 0,03 %, na organsko snov pa je bil vezan v manjsi meri in sicer 18,36 %.

Z dodatkom enkratnega odmerka 10 mmol kg biorazgradljivega [S,S] - EDDS, smo
pricakovali in dosegli povecano akumulacijo Pb in Zn v nadzemnih delih konoplje
(Cannabis sativa). Opazili smo vec¢jo uinkovitost [S,S] - EDDS za povecan vnos Pb v
rastlino v primerjavi s Zn. Koncentracija Zn se je po dodatku liganda v nadzemnih delih
rastlin sicer povecala, vendar v manj$i meri kot pri Pb. Zn je esencialen element za rastline,
koncentracijo katerih pa rastline notranje uravnavajo ne glede na visoko vsebnost elementa
v zunanjem okolju. Zn je zato Ze sam po sebi dostopne;jsi za rastline kot Pb, kar je verjetno
razlog za kar 83-krat vecjo vsebnost Zn v kontrolnih kolonah brez dodanega liganda.

5.1.2 Ucinkovitost konoplje kot fitoekstrakcijske rastline

Konoplja je zaradi velike biomase, hitre rasti in svoje odpornosti alternativen vir visoko
kakovostnih vlaken za papir in tekstilno industrijo ter potencialen energetski vir. Njena
uporaba kot fitoekstrakcijska rastlina bi tako lahko nadomestila del nastalih stroSkov pri
remediaciji tal.

Predvidevali smo, da je konoplja (Cannabis sativa), kot rastlina z visoko proizvodnjo
biomase (20 — 30 t ha™) za fitoekstrakcijo obetavna rastlina z visokim fitoekstrakcijskim
potencialom za Zn in Pb. Ucinkovitost fitoekstrakcije Pb in Zn s konopljo smo dolocili z
izracunom BCF ter PP. Ugotovili smo, da je BCF prenizek za ucinkovito remediacijo tal.
Za ucinkovito fitoekstrakcijo, mora biti BCF ve¢ji od 1, glede na doseZzeno biomaso
rastline. V naSem poskusu s konopljo pa je BCF za Pb znaSal le 0,59, za Zn pa 0,25.
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Na podlagi izracunanega PP za konopljo smo ugotovili, da se je s fitoekstrakcijo po
enkratnem dodatku liganda [S,S] - EDDS iz tal odstranilo le 0,31 % Pb in 0,13 % Zn.

5.1.3 Uc¢inkovitost HPRP za preprecevanje izpiranja Pb in Zn

Z uporabo HPRP, namesScenih pod onesnazenimi tlemi v razlicnih globinah tal, smo
pri¢akovali znatno zmanjS$anje izpiranja Pb in Zn. Tako bi lahko preprecili kontaminacijo
nizje leze¢ih plasti tal in podtalnice s tezkimi kovinami. Dodatek 10 mmol kg™ [S,S] -
EDDS je povecal mobilnost Pb in Zn v tleh zato so se le te razporedile navzdol po talnem
profilu. HPRP, Se posebno HPRP postavljene na globini 20 in 30 cm, so ucinkovito
preprecile izpiranje Pb. To kaZe, da bi bila uporaba biorazgradljivega [S,S] - EDDS v
kombinaciji s HPRP potencialno bolj pomembna za okolju varno in situ izpiranje Pb in Zn
kot za iducirano fitoekstrakcijo (Kos in LeStan, 2004). Mikroorganizmi so v substratni
plasti HPRP uspeli razgraditi ve¢ino Pb - [S,S] - EDDS, namestitev dodatne plasti iz
apatita pa je nato ucinkovito zadrzala sproS¢ene Pb - ione. Velik del Pb - ionov se je
zadrzal tudi v zadnji plasti tal tik nad HPRP, kar je najverjetneje posledica hitre
biorazgradljivosti kelata Pb - [S,S] - EDDS.

HPRP pa so bile relativno neucinkovite pri preprecitvi izpiranja Zn. Razlog za to je
verjetno v vecji obstojnosti in s tem slabsi oz. pocasnejsi biorazgradljivosti Zn - [S,S] -
EDDS kelata v nasprotju s kelatom Pb - [S,S] - EDDS. Kot je razvidno iz slike 9,10, je bilo
izpiranje Zn le ¢asovno zamaknjeno, ne pa tudi prepreCeno. Kaze, da reaktivne snovi v
HPRP, kot sta vermikulit in apatit, nimajo enakih sorptivnih sposobnosti za vse tezke
kovine.

Prisotnost PbS kaze na anaerobne razmere v tleh in HPRP. PbS se je verjetno tvoril s
spro§¢enimi Pb>" ioni po razgradnji Pb - [S,S] - EDDS kelatov, H,S pa je nastal v
mikrobno aktivni substratni plasti v HPRP (Karnachuk in sod., 2002). PbS je v vodi
netopen, zato ni nevarnosti za nadaljnje izpiranje Pb. Tudi njegova stabilnost je odvisna
samo od anaerobnih razmer. Le nekaj minut po izpostavljenosti na zraku izgubi lastnost
svetlega kovinskega leska, kar je najverjetneje posledica hitre oksidacije iz sulfida v sulfat
(Bosecker, 1997).
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5.2 SKLEP

V okviru diplomske naloge smo ugotavljali ué¢inkovitost biorazgradljivega liganda [S,S] -
EDDS za inducirano fitoekstrakcijo Pb in Zn v konopljo (Cannabis sativa), njen potencial
za fitoekstrakcijo ter ucinkovitost HPRP, namesSc¢enih v razliénih globinah tal, za
preprecevanje izpiranja Pb in Zn. Rezultate raziskave lahko povzamemo v naslednjih
ugotovitvah:

e Dodatek enkratnega odmerka 10 mmol kg™’ biorazgradljivega liganda [S,S] - EDDS
je povecal dosegljivost Pb in Zn v tleh in njihov vnos v rastlino.

e Po dodatku [S,S] - EDDS so se na rastlinah kazali toksi¢ni u¢inki v obliki nekroz in
hitrega staranja rastlin.

e Izracun fitoekstrakcijskega potenciala konoplje za Pb in Zn je pokazal, da so
koncentracije Pb in Zn, ki jih konoplja akumulira, Se vedno prenizke za ucinkovito
odstranjevanje Pb in Zn iz tal.

e Po dodatku 10 mmol kg liganda [S,S] - EDDS, so HPRP u¢inkovito preprecile
izpiranje in s tem potencialno onesnazenje podtalnice s Pb, niso pa preprecile
izpiranje Zn. Vzrok je najverjetneje v hitri razgradnji Pb - [S,S] - EDDS kelata,
medtem, ko je kelat Zn - [S,S] - EDDS stabilnejsi in tezje razgradljiv v danih
razmerah.



Derman N. Kombinirana metoda inducirane fitoekstrakcije in pranja tal onesnazenih s Pb in Zn. 37
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2007

6 POVZETEK

Razsirjenost onesnazenja tal s tezkimi kovinami je po svetu postal resen problem, saj
predstavlja nevarnost za zdravje ljudi, rastlin in Zivali, pomemben vpliv pa ima tudi na
kakovost tal. Pedogeneza je dolgotrajen proces, odvisen od Stevilnih okoljskih dejavnikov,
zato je razvoj razlicnih tehnologij remediacije tal zelo pomemben. Poznanih je ve¢ metod
remediacije tal onesnaZenih s tezkimi kovinami kot so fitoremediacija, stabilizacija-
solidifikacija, pranje tal...

V kolonskem poskusu smo preizkuSali ucinkovitost kombinirane metode inducirane
fitoekstrakcije s konopljo (Cannabis sativa) z in situ pranjem tal onesnazenih s Pb in Zn.
Uporabili smo tla iz Meziske doline, ki je eno izmed zariSC onesnaZenja s tezkimi
kovinami v Sloveniji. Ugotavljali smo ucinkovitost dodanega biorazgradljivega liganda
[S,S] - EDDS za mobilizacijo Pb in Zn v tleh, u€inkovitost konoplje za akumulacijo
sproscenega Pb in Zn iz talne raztopine v svojih nadzemnih tkivih ter u¢inkovitost HPRP,
names¢enimi v razli¢nih globinah pod onesnazenimi tlemi, za prepreevanje izpiranja
preostalega sproscenega Pb in Zn. Kombinirana metoda inducirane fitoekstrakcije ter in
situ pranja tal z uporabo biolosko razgradljivih ligandov in HPRP predstavlja nov nacin
remediacije tal onesnazenih s tezkimi kovinami in je kot takSna tudi patentirana (LeStan in
Kos, 2002).

Z dodatkom enkratnega odmerka 10 mmol kg™ biorazgradljivega liganda [S,S] - EDDS
smo sicer povecali dosegljivost Pb in Zn v tleh in njihov vnos v rastlino. Izra¢un PP pa je
pokazal, da so koncentracije Pb in Zn, ki jih konoplja akumulira, Se vedno prenizke za
ucinkovito odstranjevanje Pb in Zn iz tal. Rezultati torej kazejo, da je pri danih pogojih PP
konoplje za Pb in Zn omejen. Fitoekstrakcija zato ni primerna metoda remediacije tal
onesnazenih s Pb in Zn.

HPRP, ki smo jih namestili pod plastjo onesnazenih tal, so bile sestavljene iz plasti
substratov kot so Zagovina in sojina moka, ki omogocajo visoko mikrobno aktivnost ter iz
plasti sorptivnih materialov kot je apatit, ki veZejo in s tem imobilizirajo tezke kovine. Po
dodatku 10 mmol kg™ liganda [S,S] - EDDS, so HPRP uginkovito prepregile izpiranje in s
tem potencialno kontaminacijo podtalnice s Pb, niso pa preprecile izpiranje Zn. Vzrok je
najverjetneje v hitri razgradnji Pb - [S,S] - EDDS kelata, medtem ko je kelat Zn - [S,S] -
EDDS stabilnejsi in tezje razgradljiv v danih razmerah. Za u¢inkovito delovanje HPRP pri
remediaciji tal je namre¢ nujna bioloska razgradljivost kelata tezke kovine in liganda ter
imobilizacija sproS¢enih tezkih kovin v HPRP (Kos, 2004).
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Rezultati nase raziskave tako kazejo, da bi bila uporaba biorazgradljivega liganda [S,S] -
EDDS v kombinaciji s HPRP potencialno bolj pomembna za okolju varno in situ izpiranje
Pb kot za inducirano fitoekstrakcijo (Kos in LeStan, 2004). Cilj prihodnjih raziskav bi tako
bil zmanjSanje bioloske razgradnje TK - [S,S] - EDDS kelatov v onesnazenih tleh, hkrati
pa povecanje biorazgradljivosti kovinskih kelatov v substratni plasti HPRP (Kos, 2004).
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