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Proucevali smo vpliv dveh ekolosko razli¢nih vrst deZevnikov, endogeicne vrste
Octolasion tyrtaeum ter epigeinih vrst Eisenia fetida in Lumbricus rubellus, na
frakcionacijo (sekvencna ekstrakcija), mobilnost (TCLP-test) in oralno
biodosegljivost (PBET-test) Pb in Zn v visoko in srednje onesnazenih meziskih tleh
pred in po izpiranju tal z ligandom etilendiamin tetraacetatom (EDTA). Pri
velstopenjskem izpiranju (remediaciji) visoko onesnazenih tal (20 x 2,5 mmol kg™
EDTA) smo odstranili 58,4 % Pb in 16,6 % Zn. Pri tem se je frakcionacija v tleh
preostalega Pb in Zn prerazporedila v manj dosegljive oblike. Mobilnost Pb in Zn
pa se je zmanjSala za 83,7 % in 80,3 %. Pri remediaciji srednje onesnazenih tal (s
skupno 12,5 mmol kg EDTA) smo odstranili 39,8 % Pb in 6,1 % Zn. Pri tem se je
Pb iz vseh talnih frakcij enakomerno odstranil. Zn je bil v tleh prisoten predvsem v
kemijsko nedostopni frakciji, vezan v strukturo talnih mineralov, kar pojasnjuje
njegovo majhno odstranitev iz tal. Po remediaciji srednje onesnazZenih tal in
izpostavitvi tal dezevnikom vrste L. rubellus in E. fetida ni priSlo do statisti¢no
pomembnih razlik v frakcionaciji Pb in Zn. Oralna biodosegljivost Pb v iztrebkih
vrste E. fetida je bila statisticno znacilno vi§ja v primerjavi s tlemi — koncentracija
biodosegljivega Pb se je v zelod¢ni fazi povecala za 5,1-krat. Po remediaciji visoko
onesnazenih tal se je biodosegljivost Pb v ¢revesni fazi v iztrebkih vrste E. fetida
povecala za 2,4-krat in v iztrebkih vrste O. trytaeum za 2,8-krat. Mobilnost Pb je
bila v iztrebkih vrste E. fetida 6,2-krat vi§ja glede na remediirana tla. NaSi rezultati
kazejo, da je vpliv dezevnikov, kot modela Zivih talnih dejavnikov, na potencialno
toksi¢nost ostankov tezkih kovin po remediaciji tal treba upoStevati pri oceni
tveganja.
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The effect of two ecologically contrasting earthworm species endogeic (Octolasion
tyrtaeum) and epigeic (Eisenia fetida and Lumbricus rubellus ) on the fractionation
(using sequential extractions), mobility (Toxicity Characteristic Leaching
Procedure, TCLP) and oral bioavailability (Physiologically Based Extraction Test,
PBET) of Pb and Zn was studied in highly and medium contaminated soil from
Mezica vally before and after soil remediation with a multi-step soil leaching
method. 20-step leaching of highly contaminated soil with 2.5 mmol kg EDTA
used in each step removed 58.4% and 16.6% of initial soil Pb and Zn, respectively,
shifted the fractionation of residual heavy metals toward less labile forms and
decreased their mobility by 83.7% for Pb and 80.3% for Zn. 4-leaching steps of
medium contaminated soil with a total of 12.5 mmol kg EDTA removed 39.8%
and 6.1% of Pb and Zn, respectively. EDTA removed Pb from all soil fractionation
fairly uniformly. Zn was mostly present in the chemically inert residual soil
fraction, which explains its poor removal. After remediation of medium
contaminated soil and the exposure of soils to earthworms (L. rubellus, E. fetida),
the fractionation of Pb and Zn did not significantly change. The oral bioavailability
of Pb in E. fetida casts was significantly higher than in the bulk of the soil — the
concentration of Pb available in the simulated phase was increased by 5.1 times. In
highly contaminated soil both earthworm species increased the oral bioavailability
of Pb in the simulated intestinal phase by a factor of 2.4 (E. fetida) and 2.8 (O.
tyrtaeum). The concentration of Pb in TCLP leachate from E. fetida casts produced
in highly contaminated soil was 6.2-times higher than in the bulk of the remediated
soil. Our results indicated that the effect of earthworms as a model of soil biotic
factors on potential toxicity of metal residuals in a remediated soil requires
consideration.
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KAZALO SLIK

Tok EDTA pri metodi vecstopenjskega izpiranja tal skozi sistem za
obdelavo procesnih voda (zaprta procesna zanka) (Udovi¢ in Lestan, 2006).

Iztrebki dezevnikov vrste Eisenia fetida (A) in Octolasion tyrtaeum (B)
(foto: Z. Plavc, 2006).

Iztrebki dezevnika vrste Lumbricus rubellus (foto: Z. Plavc, 2006).

Shema fiziolosko osnovanega testa biodosegljivosti (PBET) (Ruby in sod.,
1996).

Koncentracija Pb v izpiralni raztopini vode (pred vstopom v sistem za
obdelavo procesnih voda) med 20-stopenjskim izpiranjem tal z 2,5 mmol
kg' EDTA-jem.

Koncentracija Zn v izpiralni raztopini vode (pred vstopom v sistem za
obdelavo procesnih voda) med 20-stopenjskim izpiranjem tal z 2,5 mmol
kg' EDTA-jem.

Oralna biodosegljivost Pb v zelod¢ni in Crevesni fazi, dolocena in vitro s
PBET-testom, v visoko onesnazenih neremediiranih in remediiranih tleh ter
iztrebkih dezevnikov vrste E. fetida in O. tyrtaeum. Podana so povprecja
treh vrednosti s standardnim odklonom. (a, b) oznacujeta statisti¢no
znacilne razlike (Duncanov test, p < 0,05).

Oralna biodosegljivost Pb v zelod¢ni in Crevesni fazi, dolocena in vitro s
PBET-testom, v srednje onesnazenih neremediiranih in remediiranih tleh ter
iztrebkih dezevnikov vrste L. rubellus in E. fetida. Podana so povprecja treh
vrednosti s standardnim odklonom. (a, b) oznacujeta statisti¢no znacilne
razlike (Duncanov test, p < 0,05).

Ekstrakcija bakra (Cu), cinka (Zn), kadmija (Cd) in svinca (Pb) iz naravno
onesnazenih tal s pomocjo ligandov (e EDTA, m NTA, A EDDS in ¢
DTPA) kot funkcija razmerja med kelati in celotno vsebnostjo tezkih kovin
(Nowack in sod., 2006).
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PRILOGA A:

PRILOGA B:

PRILOGA C:

PRILOGA D:

PRILOGA E:

PRILOGA F:

PRILOGA G:

KAZALO PRILOG

Izbrane lastnosti tal in celokupne koncentracije Pb in Zn v srednje
onesnazenih tleh pred remediacijo in po njej. Rezultati remediiranih tal so
podani kot povpre¢ne vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Izbrane lastnosti visoko onesnazenih tal pred remediacijo in po njej.
Rezultati remediiranih in nerenediiranih tal so podani kot povprecne
vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Celokupna vsebnost Pb in Zn, pH vrednosti in koncentracija Pb in Zn v
ekstrakcijski raztopini TCLP pred in po remediaciji visoko onesnazenih
zacetnih tal ter v iztrebkih deZevnikov vrste E. fetida in O. tyrtaeum,
proizvedenih v neremediiranih in remediiranih tleh.

Frakcionacija Pb pred in po remediaciji srednje onesnazenih tal in v
iztrebkih dezevnikov vrste L. rubellus in E. fetida. Rezultati so podani kot
povpreéne vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Frakcionacija Zn pred in po remediaciji srednje onesnazenih tal in v
iztrebkih dezevnikov vrste L. rubellus in E. fetida. Rezultati so podani kot
povpreéne vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Frakcionacija Pb v visoko onesnazenih tleh pred remediacijo in po njej ter v
iztrebkih dezevnikov vrste E. fetida in O. tyrtaeum, proizvedenih v teh tleh.
Rezultati so podani kot povprecne vrednosti treh ponovitev s standardnim
odklonom.

Frakcionacija Zn v visoko onesnazenih tleh pred remediacijo in po njej ter v
iztrebkih dezevnikov vrste E. fetida in O. tyrtaeum, proizvedenih v teh tleh.
Rezultati so podani kot povprecne vrednosti treh ponovitev s standardnim
odklonom.
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Absorbent
Absorbcija

Acetat
Adsorpcija
aqua regia

Biodostopnost

BiorazpoloZljivost
Desorbcija
Frakcija
Frakcionacija

in vitro
Koprofagija
Poljska kapaciteta tal

SLOVARCEK

absorpcijsko sredstvo

raztapljanje plina v tekoCini ali vezava plina na trden nosilec pri
katerem pride do enakomerne porazdelitve absorbiranega sredstva v
absorbentu

etanoat ali sol ocetne kisline

vezava plina, kapljavine ali topljenca na povrsino trdne snovi
latinski izraz za meSanico dusikove kisline (HNOs) in klorovodikove
kisline (HCI) v razmerju 1 : 3.

delez Pb, ki je zauzit in se absorbira v clovekovem krvnem obtoku
skozi ¢revesni epitel

delez celotnega zauzitega Pb, ki se je raztopil v cloveSkem zelodcu
spros¢anje absorbirane snovi

posamezen nacin vezave tezkih kovin na trdne delce

postopek, ki dolo¢a obliko kemijske vezave tezkih kovin na talne
delce

latinski izraz za delo v laboratoriju

uzivanje lastnih izlockov

celotna koli¢ina vode, ki jo tla lahko zadrzijo in ki ne stece skozi
tla; optimalna vlaznost za ve€ino mikroorganizmov v tleh je med 50
in 80 odstotki poljske kapacitete tal za vodo
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1 UvVOD

Zaradi vse vecje uporabe kemicnih sredstev v industriji, kmetijstvu in v vsakdanjem
zivljenju, se v tleh kopi¢i vse ve¢ kemikalij. Kemikalije prehajajo v tla iz zraka, z
odlaganjem odpadkov in uporabo fitofarmacevtskih sredstev ter z nenadnimi izlivi in
izpusti kemikalij, ki so posledica nesre¢. Onesnazila, s katerimi onesnazujemo tla, so
razlina: sinteticna organska onesnazila, tezke kovine, radionuklidi in anorganske snovi.
Skodljivost onesnazil v tleh je odvisna od njihove toksi¢nosti in biodosegljivosti.
Toksi¢nost in biodosegljivost onesnazil je odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti
onesnazil ter od lastnosti tal. Lastnosti tal (pH, redoks potencial, CEC-kationska
izmenjalna kapaciteta tal, vsebnost organske snovi v tleh) vplivajo na mobilizacijo in
biodosegljivost onesnazil. Kemizacija tal je globalni problem 20. in 21. stoletja, saj je
zaradi uporabe kemikalij degradiranih kar 2,39 milijonov km? kar predstavlja priblizno
2 % kopnega na Zemlji (Oldman, 1994, cit. po Lestan, 2002). Kemizacija tal je nepovrnljiv
degradacijski proces, saj je tlom tezko povrniti popolno kakovost in funkcionalno
sposobnost. Taka tla so mrtva in lahko tudi nevarna za okolje in za zdravje ljudi. Zato je
potrebno, da tla remediiramo in jim tako povrnemo vsaj del njihove prvotne funkcionalne
sposobnosti. Remediacija tal je metoda, ki pomeni izboljSavo lastnosti degradiranih tal,
predvsem tal, ki so onesnazena. Remediacija tal vkljucuje tudi metode ociSCevanja tal. Ena
najbolj obetavnih metod je izpiranje tal s pomocjo kelatnih ligandov, kot je npr.
etilendiamin tetraocetne kisline (EDTA). Z njo obi¢ajno odstranimo le biodosegljive
kovine, bionedosegljive kovine pa le deloma. V tleh neprestano potekajo biogeokemicni
procesi, na katere vplivajo nezivi in zivi talni dejavniki. NeZivi talni dejavniki so
zaloZenost tal s hranili, temperatura, dosegljiva voda, kisik, pH ter redoks potencial. Zive
dejavnike pa predstavljajo talni organizmi, ki s svojim delovanjem (presnavljanjem in
porabljanjem sestavin pedosfere in litosfere) spreminjajo sestavo in lastnosti tal. Z
remediacijo, z izpiranjem tal, odstranimo le biodosegljivi del kovin iz tal. S tem porusimo
kemijsko ravnotezje, ki je bilo pred remediacijo vzpostavljeno med biodosegljivimi in
bionedosegljivimi kovinami. Tla so dinamicen sistem, ki tezi k ponovni vzpostavitvi
ravnotezja. Po remediaciji lahko zato pod vplivom zivih in nezivih dejavnikov del
preostalih bionedosegljivih tezkih kovin preide v biodosegljivo obliko. S tem se lahko
poveca toksi¢nost preostalih kovin.

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, ali dezevniki kot zivi dejavnik med
presnavljanjem tal, pri ¢emer spreminjajo kemijsko-fizikalne lastnosti tal, spremenijo tudi
frakcionacijo, mobilnost in biodosegljivost svinca (Pb) in cinka (Zn), ki v tleh ostaneta po
remediaciji z izpiranjem tal.

Za proucevanje vpliva dezevnikov smo uporabili dve ekolosko razli¢ni vrsti dezevnikov,
endogei¢ne in epigeicne. Endogeicni dezevniki zivijo na globini 50 cm in se prehranjujejo
z organsko snovjo, humusom. Za predstavnika te vrste smo vzeli mle¢nega dezevnika
(Octolasion tyrtaeum Orley). Epigei¢ni dezevniki pa Zivijo na povrsju tal, v stelji, in se z
njo prehranjujejo. Za predstavnika te vrste smo vzeli rdecega deZzevnika (Lumbricus
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rubellus Hoffmeister) in smrdecega (smrdljivega) deZevnika (Eisenia fetida Savigny)
(Mrsi¢, 1997).

Za dolocitev vpliva dezevnikov na frakcionacijo, mobilnost in oralno biodosegljivost Pb in
Zn smo analizirali njihove iztrebke, proizvedene v visoko in srednje onesnaZenih tleh pred
in po remediaciji tal z izpiranjem z EDTA-jem. Frakcionacijo Pb in Zn smo dolo¢ili s
Seststopenjsko sekvenéno ekstrakcijo, mobilnost pa smo dolocili s TCLP-testom. Oralno
biodosegljivost Pb smo dolocili z Rubyjevim testom.

Predvidevamo, da dezevniki, kot model zivih talnih dejavnikov, vplivajo na frakcionacijo,
mobilnost in oralno biodosegljivost kovin, preostalih v tleh po remediaciji z izpiranjem tal
z EDTA-jem.
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2 PREGLED OBJAV

Med anorganskimi onesnazili v tleh najveckrat zasledimo tezke kovine kot so svinec, cink,
baker, nikelj, kadmij, zivo srebro in krom, ki so v tleh prisotne naravno in kot posledica
¢lovekove dejavnosti. Naravna vsebnost kovin v tleh je odvisna od mati¢ne podlage in je
vedja v kamninah vulkanskega kot sedimentnega izvora (Lestan, 2002). Clovek pa vpliva
na vsebnost tezkih kovin v tleh z rudarjenjem in taljenjem rud, industrijo, atmosferskimi
depoziti, kmetijstvom in odlaganjem odpadkov (Ross, 1994, cit. po Lestan, 2002).

Meziska dolina je bila ve¢ kot 300 let izpostavljena rudarjenju in taljenju Pb-rude, vse do
leta 1990. Posledi¢no so tla v dolini, vkljuéno z ve¢ kot 6600 ha kmetijskih zemljis¢,
onesnazena s Pb ter tudi s Zn (Finzgar in Lestan, 2007).

Mocno onesnazena tla so lahko nevarna za okolje in ljudi in jih je treba remediirati
(ocistiti). Remediacija tal je odvisna od zakonodaje, ki predpisuje dovoljene vrednosti
onesnazil za tla doloCene rabe, ter od izbire metode, ki je odvisna od zahtevane stopnje
oc¢iscenja tal (LeStan, 2002). Pri remediaciji onesnaZenih tal uporabljamo kemijske,
fizikalne in bioloske metode. Glede na nacin odstranitve tezkih kovin iz tal razlikujemo:

* unienje ali kemijsko spremembo onesnazil v neskodljivo obliko,

= ckstrakcijo ali odstranitev onesnazil iz okolja,

* imobilizacijo onesnazil.

Remediacijske metode vkljucujejo (FinZgar in LeStan, 2006b):

* izkop in odvoz onesnazenih tal,

* imobilizacijo onesnazil in dovajanje snovi kot so cement, apno in razli¢ni fosfati,

= elektrokineticno mobilizacijo in obarjanje tezkih kovin iz tal z elektrodami,

= fitoekstrakcija 'rastlinska ekstrakcija’ tezkih kovin iz tal; rastline v svojih organih
(koreninah in listih) kopicijo tezke kovine,

* izpiranje tal temelji na locevanju tezkih kovin iz trdnega dela tal s solubilizacijo
(raztopitev kovin v topilu, v katerem v naravnih razmerah niso topna) v izpiralni
raztopini.

Trenutno je ena najbolj obetavnih remediacijskih metod izpiranje tal s pomocjo kelatnih
ligandov. Ligandi lahko kovine iz trdne faze tal desorbirajo tako, da z njimi tvorijo
vodotopni kompleks (kelat), ki ga lahko iz tal odstranimo z izpiranjem (Udovi¢ in LeStan,
2006). Kelatni ligandi so dvo- ali vecvezne koordinacijske spojine, pri katerih so na
centralni atom ali ion vezani ligandi, tj. negativno nabiti ioni. Te spojine so razmeroma
stabilne in v raztopini ne disociirajo (Lazarini in Brenci¢, 2004). Preizkuseni so bili Stevilni
ligandi (NTA, PDA, EDDS), za odstranjevanje kovin iz tal, onesnazenih s Pb, Zn, Cu in
Cd, pa je najbolj ucinkovit EDTA (Finzgar in Lestan, 2007).

Vse pogosteje se za doloCanje uspeha remediacije namesto celotne koncentracije tezkih
kovin uporablja mobilnost in biodosegljivost tezkih kovin v tleh. Groznjo okolju in zdravju
predstavljajo ravno mobilizirane in biorazpolozljive tezke kovine.
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Tezke kovine so v tleh prisotne v razli¢nih kemijskih oblikah in vezane na razli¢ne talne
frakcije. Frakcionacija kovin v tleh je odvisna od kemijskih lastnosti tezke kovine in od
naslednjih vrst reakcij v tleh (LeStan in sod., 2003):

» Adsorbcije in desorbcije, ki vplivata na nastanek vezi in kelatnih kompleksov ter na
ionsko izmenjavo. Tezke kovine v tleh tvorijo delno kovalentne vezi z netopno
organsko snovjo ter s hidroksidnimi oksidi. Tezke kovine tvorijo v tleh kelatne
komplekse in koordinacijske vezi s topno organsko snovjo in polikarboksilnimi
organskimi kislinami mikrobnega izvora. V onesnazenih tleh poteka izmenjava
tezkih kovin s kationi iz negativno nabite povrSine talnih koloidov. Adsorbcija in
desorbcija sta ve¢inoma odvisni od pH talne raztopine.

* Obarjanja (precipitacija) teZzkih kovin iz talne raztopine v fosfatni, karbonatni,
sulfatni ali hidroksidni obliki. Na obarjanje vpliva pH talne raztopine; v kislih tleh
je manjse.

» Prodiranja (penetracije) tezkih kovin v kristalno strukturo alumosilikatnih glinenih
mineralov, kjer pride do izomorfi¢ne izmenjave (tj. izmenjave s snovjo z enako
kemijsko obliko) s silicijem (Si) in aluminijem (Al).

* Bioloske mobilizacije in imobilizacije tezkih kovin.

Te reakcije vplivajo na prehajanje tezkih kovin med frakcijami in so odvisne od Stevilnih
lastnosti tal, kot so (Lestan in sod., 2003):
= tekstura tal,
* vsebnost organske snovi,
= vsebnost in tip glinenih mineralov ter aluminijevih (Al), Zelezovih (Fe) in
manganovih (Mn) oksidov,
= prevladujoci fizikalno-kemijski pogoji v tleh (prezracevanje, pH, redoks potencial),
* mineralogija (oblika izvora ter kemijske in fizikalne lastnosti) tezkih kovin.
Od tega je odvisna bioloska dosegljivost in posledicno vstop tezkih kovin v prehranjevalno
verigo, mobilnost ter toksi¢nost tezkih kovin v tleh.

Nowack in sod. (2006) so zbrali podatke iz 28 publikacij za ekstrakcijo tezkih kovin z
ligandi, pri ¢emer so ugotovili, da noben ligand (EDTA, NTA, EDDS in DTPA) ne
ekstrahira popolnoma tezkih kovin (Pb, Zn, Cd in Cu), temvec le med 5 in 70 odstotki.
Tako z remediacijo lahko le zmanjSamo delez kovin v tleh, ne moremo pa jih popolnoma
odstraniti.

Pb in Zn v tleh tvorita mo¢ne vezi s trdnimi talnimi delci. Pb se vefinoma veze na
organsko snov in karbonate (Kabata-Pendias in Pendias, 1992; Li in Thornton, 2001), Zn
pa je vecinoma prisoten v ostanku talnih frakcij po ekstrakciji, tj. v kovinah, vklju¢enih v
kristalne reSetke alumosilikatnih glinenih mineralov (Rivero in sod., 2000; Kabala in
Singh, 2001). Zaradi njunih moc¢nih vezi s trdno fazo tal ju ne moremo v celoti odstraniti z
izpiranjem tal, Se posebno, ¢e so obravnavana tla bogata z organsko snovjo in glino.
Posledi¢no ostane velik del Pb in Zn v tleh tudi po remediaciji le-teh (Pichetl in sod., 2001;
FinZgar in LeStan, 2007). Ostanki tezkih kovin se po remediaciji v tleh nahajajo v stabilni
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mineralni obliki in so vezani na bioloSko nedosegljive talne frakcije. V taki obliki so tudi
manj toksi¢ni za rastline in zivali v tleh. Vprasanje pa je, ali z zmanjSanjem mobilnosti in
biodosegljivosti tezkih kovin v tleh z remediacijo doseZzemo trajno ali le zacasno
odstranitev kovin iz biolosko dostopne faze tal (Udovi¢ in sod., 2007).

Na tla za¢nejo po remediaciji in vrnitvi v naravni ekosistem delovati nezivi in zivi talni
dejavniki, ki lahko prerazporedijo ostanke tezkih kovin po talnih frakcijah iz manj
biodosegljivih oblik proti bolj biodosegljivim oblikam in s tem spremenijo njihov toksi¢ni
status (Udovi¢ in sod., 2007). Od talnih Zivih dejavnikov so dezevniki najpomembne;jsi
talni organizmi, ki vplivajo na lastnosti tal (Boyle in sod., 1997), saj z zauzivanjem in
izlo¢anjem talnih delcev spreminjajo fizikalno-kemijske lastnosti tal (Edwards in Bohlen,
1996).

Dokazano je bilo, da dezevniki z izlo¢anjem talnih delcev spremenijo biodosegljivost
hranil (iz bionedosegljivih v biodosegljive). Podobno lahko deZevniki tudi povecajo
biodosegljivost tezkih kovin. Objavljeno je bilo, da so se tezke kovine v talnih frakcijah
izrazito prerazporedile po obravnavanju z deZevniki. Njihova biodosegljivost se je
povecala (Cheng in Wong, 2002; Ma in sod., 2002; Wen in sod., 2004).

V znanstveni literaturi ni nobenih raziskav in podatkov o vplivu dezevnikov ali drugih
zivih dejavnikov na frakcionacijo ali biodosegljivost ostankov tezkih kovin v tleh po
remediaciji tal. Dokazano je bilo, da dezevniki hitro prodrejo v remediirana tla (Spurgeon
in Hopkin, 1999; Langdon in sod., 2001). Glede na letni »proizvod« deZevnikovih
iztrebkov, ki zna$a med 5 in 250 ton ha” (Bohlen, 2002), domnevamo, da bi dezevniki
lahko hitro vplivali na frakcionacijo, mobilnost in biodosegljivost tezkih kovin v tleh.

Ekolosko sta v Evropi, Severni Ameriki, Avstraliji in Aziji najbolj zastopani druZini
Megascolecidae in Lumbricidae (Edwards in Bohlen, 1996). Najbolj prevladujoci
dezevniki, ki poseljujejo kmetijska zemljisca, so dezevniki vrste peregrina (beseda izhaja
iz latin§€ine in pomeni popotnik; ti dezevniki so zelo razsirjeni po svetu) iz rodov:
Lumbricus, Aporrectodea, Allolbophora, Eisenia, Eiseniella, Dendrobaena, Dendrodrilus,
Bimastos in Octolasion (Lee, 1985). Dezevniki peregrina imajo posebne karakteristike, ki
vkljucujejo: potencial za dvospolnost, prisvojitev poliploidnega dedovanja, odpornost na
okoljsko raznolikost, znacilnost zivljenjskega prostora, moznost v izbiri hrane, zmoznost
zoperstavljanja kemi¢nim stresom in zdruZitev z obdelanimi tlemi (Lee, 1985).

Ekoloska delitev dezevnikov temelji predvsem na razlikah med vrstami dezevnikov ter na
prehranjevalnih aktivnostih in aktivnostih kopanja rovov v tleh.

Po Boucheju (1971, 1977, cit. po Edwards in Bohlen, 1996) delimo evropske lumbricide v
tri ekoloske skupine, in sicer:
= Epigeicni dezevniki, ki Zivijo na povr§ju tal pod steljo in se prehranjujejo z
razgradljivo organsko snovjo. Med te vrste med drugimi uvrS¢amo Lumbricus
rubellus, Eisenia fetida in Dendrobanea octaedra.
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* Aneci¢ni deZevniki, ki Zivijo v zgornjem delu talnega horizonta in se prehranjujejo
z razgradljivo organsko snovjo na povrsju tal ter z mineralnim delom tal.

* Endogei¢ni deZevniki, ki zivijo v mineralnem delu talnega horizonta in se
prehranjujejo z mineralnim delom tal, zlasti z organsko bogatimi snovmi. Mednje
uvrS¢amo vrsto Octolasion tyrtaeum.
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 ANALIZA TAL

Pri prou€evanju vpliva deZevnikove aktivnosti na frakcionacijo Pb in Zn ter na oralno
biodosegljivost Pb smo uporabili zgornjo plast (0—30 cm) visoko in srednje onesnazenih
tal. Srednje onesnazena tla smo pridobili iz zapuS€enega zelenjavnega vrta v okolici bivse
industrijske cone v Meziski dolini, visoko onesnazena tla pa smo pridobili iz oskrbovanega
zelenjavnega vrta blizu zapuScenega svincevega rudnika v Meziski dolini.

pH tal in deZzevnikovih iztrebkov je bil izmerjen s standardno pedolosko analizo v 1/2,5
(W/V) deleza tal in v 0,01 M vodotopne suspenzije kalcijevega diklorida (CaCl,). Talni
vzorci so bili analizirani na: organsko snov v tleh po Walkley-Blackovi titraciji; kationsko
izmenjalno kapaciteto z amonijevo acetat metodo; teksturo tal, dolo¢eno s pipetno metodo;
lahko izmenljivi fosfor (P), doloen z AL-metodo po Egner-Riehn-Domingu ter karbonate,
dolocene volumetri¢no po reakciji tal s klorovodikovo kislino—solno kislino (HCI).

Izbrane vzorce smo uporabili za pedolosko analizo neremediiranih tal v eni ponovitvi,
medtem ko smo analizo remediiranih tal in dezevnikovih iztrebkov naredili v treh
ponovitvah (prilogi A in B).

3.2 REMEDIACIJA TAL

Za remediacijo tako visoko kot tudi srednje onesnazenih tal smo uporabili metodo izpiranja
tal z ligandi, kjer so bili ozon, UV-svetloba ter izpiralna raztopina uporabljeni za
remediacijo tal v zaprti procesni zanki (Finzgar in LeStan, 2006b). Na zraku posusena tla
(4,6 kg) smo presejali skozi 5 mm sito ter jih dali v tri kolone, dimenzij 15 cm v premeru
in 24 cm v visini. Plasticna mreZica premera 0,2 mm je na dnu vsake kolone zadrZevala tla.

Izpiranje srednje onesnazenih tal je potekalo v Stirih stopnjah, kjer smo tla v prvih treh
stopnjah tretirali z 2,5 mmol kg’ EDTA-jem ter v zadnji, Cetrti stopnji s 5 mmol kg
EDTA-jem, raztopljenega v 2,4 L vode. Za remediacijo visoko onesnaZenih tal pa smo
uporabili metodo dvajsetstopenjskega izpiranja tal, pri kateri smo tla v vsaki stopnji
obravnavali z 2,5 mmol kg EDTA-jem, raztopljenim v 2,4 L vode.

Na vsaki stopnji izpiranja, tako visoko onesnazenih kakor tudi srednje onesnaZzenih tal, je
izpiralna raztopina (2,4 L) s pomoc¢jo peristalti¢ne ¢rpalke s hitrostjo pretoka 12 mL min™
48 ur pocasi krozila skozi kolone in pri tem iz tal izpirala Pb in Zn. Izpiralna raztopina (2,4
L) je nato krozila v zaprti procesni zanki skozi kolone, da bi odstranila talne ostanke
kompleksa tezkih kovin — EDTA, ter skozi sistem za obdelavo procesnih voda, ki sestoji iz
ozonatorja, UV-svetlobe in filtra, ki adsorbira tezke kovine. Ozon in UV-sevanje
proizvajata hidroksilne radikale za oksidativno razgradnjo EDTA-kompleksov v izpiralni
raztopini. Spros¢ene tezke kovine so bile odstranjene z absorpcijo v komercialne
absorbente Slovakite (IPRES, Bratislava, Slovakia).
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Slika 1: Tok EDTA pri metodi vecstopenjskega izpiranja tal skozi sistem za obdelavo procesnih voda (zaprta

procesna zanka) (Udovi¢ in Lestan, 2006)

Ko je koncentracija Pb in Zn v izpiralni raztopini srednje onesnazenih tal padla pod 5 in 10
mg L ter ko se je zaetni deleZz Pb in Zn v izpiralni raztopini visoko onesnaZenih tal
zmanj$al za 5 %, kar je bilo pricakovano, da se bo zgodilo po 18-24 urah izpiranja, smo
priceli z novo stopnjo izpiranja tal ter z novo izpiralno raztopino, ki je vsebovala 2,5 oz. 5
mmol kg' EDTA-ja. Med poskusom smo z dovajanjem vode vzdrzevali konstanten
volumen izpiralne raztopine (2,4 L). V vsaki stopnji procesa smo doto€ili priblizno 10 %
volumna.

Po koncanem izpiranju, tako visoko kakor tudi srednje onesnaZenih tal, smo tla zra¢no
posusili in homogenizirali pred nadaljnjo uporabo.

3.3  LONCNI POIZKUS

Za poizkus smo potrebovali plasti¢ne loncke visSine 9 cm in premera 12,5 cm, ki smo jih
napolnili z 250 g na zraku posuSenih neremediiranih in remediiranih srednje in visoko
onesnazenih tal. Poizkus smo izvedli v treh ponovitvah. Tla smo navlazili z destilirano
vodo do priblizno 80-odstotne poljske kapacitete tal in pustili en teden pri 20 °C in 80-
odstotni relativni zrac¢ni vlagi, da se tla stabilizirajo.

Epigei¢ne dezevnike vrste Eisenia fetida Savigny smo dobili iz podjetja Regenwurmfarme
Tacke GmbH (Borken, Nemcija), dezevnike vrste Lumbricus rubellus Hoffmeister pa smo
dobili iz podjetja Biobrazde (Dragomer, Slovenija). Endogei¢ne dezevnike vrste
Octolasion tyrtaeum Orley pa smo zbrali pretezno med prekopavanjem neonesnaZenega
oskrbovanega zelenjavnega vrta (Vizmarje, Ljubljana, Slovenija). Dezevnike smo ohranjali
pri zivljenju v temi pri konstantni temperaturi 20 °C in 80-odstotni relativni zracni vlagi.
Za poizkus smo zbrali spolno dozorele vrste, ki imajo razvito sedlo in pubertetne
izboklinice. Iz izbranih vrst smo v vodi odstranili delce tal, ki so bili prilepljeni na povrsje
njihovega telesa. O¢isc¢ene in spolno dozorele osebke smo dali stradati na navlazen papir v
plasti¢no petrijevko (5 Zivali na petrijevko) za 2 dni pri temperaturi 20 °C, z namenom, da

se iz prebavnega trakta popolnoma odstrani predhodni substrat, v katerem so dezevniki
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bivali. Za preprecitev koprofagije smo papirnate brisate menjali vsaj enkrat dnevno. Po
dveh dneh stradanja smo jih z vodo sprali, s papirnato brisaco osusili in stehtali.

Povprecna teza vrst E. fetida in L. rubellus pred vnosom v srednje onesnazena tla je bila
0,63 g in 0,20 g. Povprecna teza vrst E. fetida in O. tyrtaeum pred vnosom v visoko
onesnazena tla pa je bila 0,55 g in 0,74 g. Deset dezevnikov vsake vrste smo vstavili v
posamezne lon¢ke (dve vrsti onesnazenih tal pred in po remediaciji v treh ponovitvah) in
jih pustili v temi pri konstantni temperaturi 20 °C in 80-odstotni relativni zracni vlagi.
Vrsto E. fetida smo pustili v visoko onesnaZenih in srednje onesnaZenih tleh 7 tednov,
vrsto O. tyrtaeum smo pustili v visoko onesnazenih tleh 4 tedne, vrsto L. rubellus pa smo
pustili v srednje onesnazenih tleh 7 tednov. V tleh smo jih pustili tako dolgo, dokler niso
proizvedli dovolj iztrebkov za analize. Za vzdrzevanje 80-odstotne poljske kapacitete tal
smo tla v lonckih redno vlaZili z destilirano vodo. Iztrebke smo previdno zbirali, tako tiste
s povrsja kot tiste iz notranjosti, s pomocjo stereomikroskopa in jih nato zra¢no posusili
pred nadaljnjimi analizami. Njihova struktura se je jasno razlikovala od preostalih tal (sliki
2 in 3).

Slika 3: Iztrebki dezevnikov vrste Lumbricus rubellus (foto: Z. Plavc, 2006)
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3.4 TCLP

S TCLP (Toxicity Characteristic Leaching Procedure) vrednotimo potencialno mobilnost
onesnazil iz tal in iz drugih odpadkov v okolje (US EPA, 1995). S TCLP smo dolo¢ili
potencialno mobilnost Pb in Zn v visoko onesnazenih tleh pred remediacijo tal in po njej.
Analizo smo izvajali v treh ponovitvah. 1 g tal smo ekstrahirali z 20 mL ekstrakcijske
raztopine (v razmerju 1 : 20), ki je vsebovala 0,0992 M ocetne kisline (CH;COOH) in
0,0643 M natrijevega hidroksida (NaOH), pri pH 4,93 £+ 0,05 za 18 h na stresalniku pri 300
obratih min™. Po ekstrakciji smo vzorce filtrirali (Whatman No. 4), filtrat pa zakisali s 65-
odstotno dusikovo kislino (HNO;) do pH < 2 in shranili v hladilnik pri 5 °C za dolocitev
tezkih kovin.

3.5 SESTSTOPENJSKA SEKVENCNA EKSTRAKCIJA TEZKIH KOVIN

Sekvencna ekstrakcija je kemijski postopek izloCanja teZkih kovin iz tal z zaporednimi
ekstrakcijami z uporabo razli¢nih ekstrakcijskih raztopin. Z vsako od zaporednih ekstrakcij
izlo¢imo tezke kovine, ki so vezane na to¢no doloceno talno frakcijo (Bacac, 2005). V
naSem poizkusu je bila za dolocitev frakcionacije Pb in Zn v visoko in srednje onesnazenih
neremediiranih in remediiranih tleh ter visoko in srednje onesnazenih dezevnikovih
iztrebkih, v Sestih frakcijah, uporabljena spremenjena Tessienova sekvencna analiza
(Lestan in sod., 2003).

1z tal se najprej izloc¢ijo tezke kovine v biolosko dostopnih frakcijah (ioni kovin, raztopljeni
v talni raztopini, in ioni kovin, izmenljivo adsorbirani na povrsini talnih koloidov) ter nato
kovine v biolosko nedostopnih frakcijah (kovine, izborjene kot karbonati, sulfati ali fosfati;
kovine, koordinativno vezane na Fe- in Mn-okside; kovine, vezane na netopno organsko
snov tal ter kovine, vkljucene v kristalne reSetke glinenih mineralov). Prvo frakcijo, ione
tezkih kovin, raztopljenih v talni raztopini, smo pridobili z ekstrakcijo 1 g zracno
posusenih tal in dezevnikovih iztrebkov, prelitih z 10 mL deionizirane vode za 1 h. Drugo
frakcijo izmenljivih ionov kovin iz talnih koloidov v talno raztopino smo ekstrahirali iz
ostankov talnega vzorca iz predhodne frakcije, ki smo ga prelili z 10 mL 1 M
magnezijevega nitrata (MgNOs;) za 2 h. Magnezijev nitrat povzro¢i izmenjavo
elektrostati¢no vezanih ionov kovin na talne koloide. Tretjo frakcijo vezanih tezkih kovin
na karbonate smo ekstrahirali z 10 mL 1 M amonacetata (NH4sOAc) pri pH 5 za 5 h.
Amonacetat povzro¢i raztapljanje karbonatov (kalcit, dolomit) in oboritev (sprostitev)
vezanih kovin. Cetrto frakcijo koordinativno vezanih tezkih kovin na Fe- in Mn-okside
smo ekstrahirali z 20 mL 0,1 M hidroksilaminom hidrokloridom (NH,OH x HCl) pri pH 2
za 12 h. Hidroksilamin hidroklorid povzro¢i zmanjSanje Fe- in Mn-oksidov v topno obliko.
Peto frakcijo vezav tezkih kovin na netopno organsko snov smo pridobili po izpostavitvi
tal vro¢ini, v 3 mL 0,02 M dusikove (V) kisline (HNOs) in 5 mL 30-odstotnega peroksida
(H20,) za 3 h pri 85 °C, ki ji je sledila ekstrakcija s 15 mL 1 M amonacetata (NH4OAc) za
3 h. Dusikova (V) kislina in peroksid (H>O,) povzrocita oksidacijo organske snovi in
sprostitev vezanih tezkih kovin ter raztapljanje kovinskih sulfidov. Sesto frakcijo, frakcijo
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preostankov (kovin, vkljucenih v kristalne reSetke glinenih mineralov), pa smo pridobili v
razklopu z aqua regia (zlatotopko), s pomocjo katere smo povzrocili raztapljanje silikatov
in preostalih mineralov.

Celotno analizo smo naredili v treh ponovitvah.

3.6 ORALNA BIODOSEGLIJIVOST SVINCA (Pb)

V visoko in srednje onesnazenih neremediiranih in remediiranih tleh ter v dezevnikovih
iztrebkih, proizvedenih v teh tleh, smo dolocili oralno biodosegljivost Pb s fiziolosko
osnovanim ekstrakcijskim testom (Physiologically Based Extraction Test, PBET) (Ruby in
sod., 1996). PBET je in vitro test za napovedovanje biodosegljivosti kovin iz trdnega
matriksa. Test temelji na fizioloskih lastnostih prebavnega sistema otrok med drugim in
tretjim letom starosti. Zaradi igralnih navad, ob katerih pride tudi do nenamernega zauZitja
tal, so bolj izpostavljeni onesnazilom v tleh kot odrasli (Ruby in sod., 1996; Davis in
Mirick, 2006). Test ne simulira celotnega fizioloSkega procesa absorbcije Pb skozi
¢revesni epitel, temvec le biodosegljivost Pb v ¢loveskem zelodcu in v tankem crevesju.

Zelodéno fazo PBET smo simulirali z dodajanjem Zelod&ne raztopine, ki je vsebovala 1,25
g pepsina, 0,50 g citrata in malata, 420 pL laktata ter 500 pPL ocetne kisline, raztopljene v 1
L vode pri pH 2,50 £ 0,05 (uravnavan z 12 M klorovodikovo kislino (HCI)). Za analizo
smo potrebovali 0,4 g zratno posuSenega vzorca, presejanega skozi 250 pm sito.
Pripravljeni vzorec smo v 250 mL polipropilenski posodi prelili s 40 mL zelod¢ne
ekstrakcijske raztopine in tako dobili reakcijsko meSanico. V posodo smo dovajali inertni
plin argon s pretokom 20 L h™ in s tem simulirali peristaltiéne gibe v prebavnem traktu.
Ekstrakcija je potekala v vodni kopeli pri stalni temperaturi 37 °C. Po 1 h smo odpipetirali
po 2 mL reakcijske meSanice (za analizo oralne biodosegljivosti Pb v Zelod¢ni fazi) in
volumen nadomestili z 2 mL sveZe Zelod¢ne raztopine. pH vzorca smo zvisali na vrednost
7 z natrijevim karbonatom (NaHCO;) v dializni vre¢ki (8000 MWCO, spectra/Por
Cellulose ester tubing). Vzorcu smo dodali 20 mg pankreatina in 70 mg zol¢nega ekstrakta.
Reakcijsko mesanico smo 1 h inkubirali pri 37 °C in jo nato odpipetirali 2 mL za analizo
oralne biodosegljivosti Pb v ¢revesni fazi. Odpipetirane vzorce smo centrifugirali,
supernatant pa shranili pri temperaturi 5 °C za nadaljnjo analizo vsebnosti Pb.
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Plinska jeklenka z argonom (Ar) 250 ml
reakcijska
posoda

Reakcijska

mesanica

Vodna kopel s stalno temp. 37 °C
Slika 4: Shema fiziolosko osnovanega testa biodosegljivosti (PBET) (Ruby in sod., 1996)

3.7  DOLOCANIJE TEZKIH KOVIN

Zratno posusene vzorce visoko in srednje onesnaZenih neremediiranih in remediiranih tal
(3 g) ter dezevnikovih iztrebkov (1 g), proizvedenih v teh tleh, smo zmleli v agarjevi
tirilnici in prekuhali v aqua regia (28 mL), razred¢ili z ionizirano vodo do 100 mL ter Pb
in Zn analizirali z AAS (Atomski Absorpcijski Spektrometer, Perkin-Elmer 1100-B,
Norwalk, CT, USA).

Ekstrahirane tezke kovine iz izpiralne raztopine, sekvenénih ekstrakcij ter ekstrakcijskih
raztopin PBET in TCLP testa smo dolocili direktno z AAS. Standardni referencni material,
ki smo ga uporabili za primerjavo aqua regia in analize znotraj laboratorija kot del
protokola QA/QC, je bil ALVA Bodenl iz HBLFA Raumberg—Gumpenstien, Irding,
Avstrija. Dosezeni odstotek je znasal za Pb 104,2 + 2,5 in za Zn 110,0 = 7,1. Zaznavna
meja je znaSala za Pb 0,5 mg L™ in za Zn 0,2 mg L. Slepi vzorec in analiti¢ne duplikate
smo uporabili, kjer je bilo primerno za zagotovitev natan¢nosti v analizi.

3.8  STATISTICNA ANALIZA

Za statisti¢no obdelavo podatkov smo uporabili Student t—test (p < 0,05) za parne podatke
in Duncanov test (p < 0,05) za dolocitev razlik med povprecji. Duncanov test smo naredili
s programom Statgraphics Plus za Windows 4.0.
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4 REZULTATI
4.1 REMEDIACIJA TAL

Lastnosti tal, dolofenih s standardno pedoloSko analizo, pH vrednosti in celotno

koncentracijo Pb in Zn pred in po remediaciji visoko in srednje onesnazenih tal smo podali
v prilogah A in B.

Pri visoko onesnazenih tleh se je pH tal po dvajsetstopenjskem izpiranju tal z EDTA-jem
statisticno znacilno dvignil (p < 0,05), medtem ko je delez karbonatov v tleh statisti¢no
znacilno upadel (p < 0,05). Razlike med drugimi lastnostmi tal pred in po remediaciji so
bile manjse ali pa so ostale znotraj standardnega odklona (prilogi B in C).

Pri srednje onesnazenih tleh je pH tal ostal znotraj naravnih vrednosti, kljub temu pa se je
pokazala statisticno znacilna razlika (p < 0,05) med pH tal pred remediacijo (pH 6,6) in po
njej (pH 7,2). Razlike med drugimi pedoloskimi lastnostmi tal pred remediacijo in po njej
so ve¢inoma ostale znotraj standardnega odklona.

Med remediacijo, tako visoko kot tudi srednje onesnazenih tal, se je delez Pb in Zn v tleh z
vsako stopnjo izpiranja zmanjSeval v primerjavi z zaCetnim deleZzem v tleh. Z remediacijo
visoko onesnazenih tal smo po dvajsetstopenjskem izpiranju tal s skupno 50 mmol kg™
EDTA-ja odstranili 58,4 % Pb in 16,6 % Zn glede na njuno zacetno vsebnost v tleh (sliki 5
in 6).

4

600
500
400 -
300 -
200 -
100 -

Konc. Pb v izpiralni raztopini (mg L

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
St. izpiranj

Slika 5: Koncentracija Pb v izpiralni raztopini vode (pred vstopom v sistem za obdelavo procesnih voda) med
20-stopenjskim izpiranjem tal z 2,5 mmol kg EDTA-ja. Podana so povpre&ja treh ponovitev s standardnim
odkonom.
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Slika 6: Koncentracija Zn v izpiralni raztopini vode (pred vstopom v sistem za obdelavo procesnih voda)
med 20-stopenjskim izpiranjem tal z 2,5 mmol kg"' EDTA-ja. Podana so povpre&ja treh ponovitev s
standardnim odklonom.

Z remediacijo srednje onesnazenih tal pa smo po Stiristopenjskem izpiranju tal s skupno
12,5 mmol kg"' EDTA-ja odstranili 39,8 +2,2 % Pb in 6,1 =3 % Zn.

Primerjali smo porazdelitvene vzorce frakcionacije Pb in Zn v remediiranih in
neremediiranih srednje onesnazenih tleh. Rezultati primerjave niso pokazali statisti¢no
znalilnih razlik (Studentov #-test, p < 0,05) (prilogi D in E). Po remediaciji se je
koncentracija Pb v izmenljivi frakciji zmanjSala za faktor 4. Nekaj Pb se je tudi odstranilo
iz frakcije vezane na Fe- in Mn-okside. Od najpomembnejSih frakcij vezav Pb pa je
statisti¢no znacilno upadla (p < 0,05) le koncentracija Pb, vezanega na karbonate.

Med porazdelitvijo Pb in Zn v remediiranih in neremediiranih visoko onesnaZenih tleh smo
ugotovili statisticno znacilne razlike (Studentov #-test, p < 0,05). Po remediaciji je
koncentracija Pb v frakciji izmenjave upadla za faktor 10 ter za faktor 2,6 v frakciji vezane
na karbonate in za faktor 2,2 v frakciji vezane na Fe- in Mn-okside. Nasprotno se je v
frakciji vezani na organsko snov koncentracija Pb poveCala za faktor 1,2, v frakciji
preostankov pa za faktor 1,5 (priloga F). Koncentracija Zn se je v frakciji izmenjave po
remediaciji tal zmanjSala za faktor 53,0, v frakciji vezani na karbonate za faktor 3,6 ter v
frakciji vezani na Fe- in Mn-okside za faktor 3,3. Tako kot pri Pb se je tudi pri Zn njegova
koncentracija po remediaciji povecala za faktor 1,2 v frakciji vezani na organsko snov in
za faktor 1,4 v frakciji preostankov po ekstrakciji (priloga G).

Rezultate analize TCLP v visoko onesnazenih tleh (priloga B) smo medsebojno primerjali
(Studenov t-test, p < 0,05). Koncentraciji Pb in Zn v TCLP ekstrakcijski raztopini sta se po
remediaciji z dvajsetstopenjskim izpiranjem statisticno znac¢ilno zmanjsali za faktor 5 in 6
(p <0,05).

Analiza primerjave rezultatov PBET-testa, med visoko onesnazenimi tlemi pred
remediacijo tal in po njej, je pokazala statisticno znacilno zmanjSanje koncentracije
biodosegljivega Pb v Zelod¢ni fazi tal po remediaciji za faktor 3 (p < 0,05). V Crevesni fazi
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je bil opazen tudi rahel upad biodosegljivosti Pb po remediaciji tal, a ni bil statisti¢no
znacilen (Studentov t-test, p < 0,05).

Analiza rezultatov PBET-testa v srednje onesnazenih neremediiranih in remediiranih tleh
ni pokazala nobenih statisti¢no znacilnih razlik.

42  pHDEZEVNIKOVIH IZTREBKOV

pH v iztrebkih vrste L. rubellus (6,69 + 0,22), proizvedenih v srednje onesnazenih
neremediiranih tleh, se ni statisti¢no znacilno razlikoval (p < 0,05) od rahlo kislih zacetnih
tal (6,64), medtem ko je bil pH v iztrebkih vrste E. fetida statisticno znacilno visji (6,99 +
0,09). Izmerjene pH vrednosti v iztrebkih obeh vrst dezevnikov, proizvedenih v srednje
onesnazenih remediiranih tleh, so bile statisticno znacilno nizje (6,86 = 0,13 in 7,03 £ 0,06
L. rubellus in E. fetida) v primerjavi z vrednostjo pH zacetnih tal (7,23 £+ 0,06).

pH v iztrebkih obeh vrst deZevnikov, E. fetida in O. trytaeum, proizvedenih v visoko
onesnazenih neremediiranih tleh, se ni statisticno znacilno razlikoval (p < 0,05) od pH
rahlo kislih zacetnih tal. Po remediaciji se je pH tal statisticno znacilno zvisal (p < 0,05) za
vec kot 0,6 enot. Tudi pri iztrebkih obeh vrst dezevnikov, proizvedenih v remediiranih tleh,
je pH statisticno znacilno narasel (p < 0,05), in sicer za 0,45 enot pri E. fetida ter za 0,65
enot pri O. tyrtaeum.

4.3 VSEBNOST Pb IN Zn V DEZEVNIKOVIH IZTREBKIH

V neremediiranih visoko onesnazenih tleh je bila koncentracija Pb v iztrebkih obeh vrst
dezevnikov, E. fetida in O. tyrtaeum, statisti€no znacilno visja (p < 0,05) kot v zacetnih
tleh. Koncentracija Zn je statisticno znacilno upadla le v iztrebkih vrste O. tyrtaeum,
proizvedenih v remediiranih tleh.

4.4  SESTSTOPENJSKA SEKVENCNA ANALIZA

Rezultate analize Seststopenjske sekvencéne ekstrakcije visoko onesnazenih tal smo podali v
prilogi F za Pb in v prilogi G za Zn, srednje onesnazenih tal pa v prilogi C za Pb in prilogi
D za Zn. Iz prilog F in D je razvidno, da je bil najvecji delez Pb prisoten v frakciji vezani
na organsko snov, tako v remediiranih kot tudi v neremediiranih tleh, ter v iztrebkih
dezevnikov, L. rubellus, E. fetida in O. trytaeum, proizvedenih v teh tleh. 1z prilog G in D
pa je razvidno, da je bil najvecji delez Zn prisoten v frakciji preostanka po ekstrakeiji, v
veliki meri pa je bil tudi prisoten v frakciji vezani na organsko snov.

V iztrebkih vrste E. fetida, proizvedenih v visoko onesnazenih neremediiranih tleh, se je
koncentracija Pb v vodotopni frakciji v primerjavi z zacetnimi tlemi statisticno znacilno
povecala (p < 0,05). Spremembe v koncentraciji Pb v ostalih frakcijah niso bile statisti¢éno
znacilne (p < 0,05). V nasprotju z vrsto E. fetida se je koncentracija Pb v iztrebkih vrste O.
tyrtaeum v vodotopni frakceiji statisticno znacilno zmanjSala za faktor 2,5. Koncentracija
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Pb se je v frakciji vezani na Fe- in Mn-okside ter na organsko snov statisticno znacilno
zmanj$ala, medtem ko se je koncentracija Pb statisticno znacilno povecala (p < 0,05) v
frakciji izmenjave, v frakciji vezani na karbonate ter v frakciji preostankov po ekstrakeiji.
V iztrebkih vrste E. fetida, proizvedenih v visoko onesnazenih remediiranih tleh, se je
koncentracija vodotopnega Pb povecala za faktor 17, medtem ko je koncentracija Pb v
iztrebkih vrste O. tyrtaeum ostala nespremenjena. V iztrebkih obeh vrst dezevnikov (E.
fetida in O. trytaeum) je bilo opazno tako statisticno znacilno pove€anje koncentracije Pb v
frakcijah vezanih na karbonate ter na Fe- in Mn-okside kakor tudi statisticno znacilno
zmanjSanje le-te v frakciji vezave na organsko snov (p < 0,05).

V iztrebkih E. fetida, proizvedenih v srednje onesnazenih neremediiranih tleh, smo opazili
11-kratno statisticno znacilno povecanje (p < 0,05) koncentracije Pb v frakciji vodne
raztopine ter 3-kratno statisticno znacilno zmanjSanje (p < 0,05) v frakciji izmenjave.
Spremembe koncentracije Pb v posameznih frakcijah so bile statisticno neznacilne (p <
0,05). Tudi v iztrebkih L. rubellus, proizvedenih v srednje onesnazenih neremediiranih
tleh, ni bilo opaziti nobene statisti¢no znacilne spremembe v koncentraciji Pb (p < 0,05). V
iztrebkih obeh vrst dezevnikov, E. fetida in L. rubellus, proizvedenih v srednje
onesnazenih remediiranih tleh, smo zaznali majhno, a statisti¢cno znacilno zmanjsanje (p <
0,05) koncentracije Pb v frakciji vezani na Fe- in Mn-okside. Samo v iztrebkih E. fetida se
je koncentracija Pb v vodotopni frakciji povecala za 5-krat. Podobno kot v neremediiranih
tleh, tudi v remediiranih nismo zaznali nobene statisti¢no znacilne razlike v koncentraciji
Pb v frakciji izmenjave.

Statistiéno znacilno povecanje koncentracije Zn za faktor 1,5 v iztrebkih L. rubellus,
proizvedenih v remediiranih srednje onesnazenih tleh, smo zaznali le v frakciji vezani na
organsko snov (priloga D). Statistiéne spremembe so bile opazne tudi pri koncentraciji Zn,
vezanega na karbonate in okside.

V iztrebkih obeh vrst dezevnikov, E. fetida in O. tyrtaeum, proizvedenih v visoko
onesnazenih neremediiranih tleh, je bilo le v vodotopni frakciji komaj zaznavno, a
statisticno znacilno povecanje (p < 0,05) koncentracije Zn (priloga F). Koncentracija Zn se
je statisti¢no znacilno zmanjsala (p < 0,05) v vseh frakcijah, razen pri najmanj dostopni
frakciji preostankov po ekstrakciji, kjer je koncentracija ostala nespremenjena. V iztrebkih
E. fetida, proizvedenih v visoko onesnazenih remediiranih tleh, se koncentracija Zn v
posameznih frakcijah ni statisticno znacilno razlikovala (p < 0,05) od koncentracije Zn v
frakcijah zacetnih tal. V iztrebkih O. tyrtaeum je bilo glede na zaletna tla opazno
statisticno znacilno (p < 0,05) povecanje koncentracije Zn v frakciji izmenjave ter frakciji
vezani na karbonate. V vodotopni frakciji ter v frakciji vezani na Fe- in Mn-okside smo
zaznali majhno, a statisticno znacilno (p < 0,05) zmanjSanje koncentracije Zn.
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4.5 TCLP

Med mobilnostjo Pb in Zn v iztrebkih obeh vrst dezevnikov (E. fetida in O. tyrtaeum),
proizvedenih v visoko onesnazenih remediiranih in neremediiranih tleh ter v zacetnih tleh,
ni bilo nobenih statisticno znacilnih razlik (p < 0,05) (priloga B). Izjema je bila le
povecana mobilnost Pb za kar 6,2-krat v iztrebkih E. fetida iz remediiranih tal. Mobilnost
Pb v iztrebkih E. fetida iz remediiranih tal, se ni statisticno razlikovala (p < 0,05) od
mobilnosti Pb neremediiranih tleh.

4.6  ORALNA BIODOSEGLIJIVOST Pb

Analiza rezultatov testa oralne biodosegljivosti Pb (slika 7) je pokazala, da je bila
biodosegljivost Pb v zelod¢ni fazi statisticno znacilno nizja (p < 0,05) v iztrebkih obeh vrst
dezevnikov (E. fetida in O. tyrtaeum), proizvedenih v visoko onesnazenih remediiranih in
neremediiranih tleh, v primerjavi z zacetnimi tlemi. Po drugi strani pa je bila v
dezevnikovih iztrebkih (E. fetida in O. tyrtaeum) biodosegljivost Pb v ¢revesni fazi v
primerjavi s tlemi statisticno znacilno visja (p < 0,05) za faktor 4,4 in 4,9. Biodosegljivost
Pb v iztrebkih vrst E. fetida in O. trytaeum, proizvedenih v visoko onesnaZenih
remediiranih tleh, je bila v Crevesni fazi za 2,4- in 2,8-krat vi§ja v primerjavi z visoko
onesnazenimi remediiranimi tlemi. Spremembe v koncentraciji biodosegljivega Pb v
visoko onesnazenih remediiranih tleh so bile majhne, a vseeno statisticno znacilne (p <
0,05).
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Slika 7: Oralna biodosegljivost Pb v Zelod¢ni in ¢revesni fazi, doloCena in vitro s PBET-testom, v visoko
onesnazenih neremediiranih in remediiranih tleh ter dezevnikovih iztrebkih vrst E. fetida in O. tyrtacum.

Podana so povprecja treh vrednosti s standardnim odklonom. (a, b) oznacujeta statisti¢no znacilne razlike
(Duncanov test, p < 0,05).
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Biodosegljivost Pb v iztrebkih vrste E. fetida je bila tako v primerjavi z iztrebki vrste L.
rubellus kakor tudi v primerjavi s srednje onesnazenimi remediiranimi in neremediiranimi
zacetnimi tlemi statisticno znacilno visja (slika 8). V iztrebkih vrste E. fetida, proizvedenih
v srednje onesnazenih neremediiranih tleh, je bila biodosegljivost Pb v zelod¢ni fazi za
4,1-krat in v ¢revesni fazi za 2,3-krat vi§ja v primerjavi s zacetnimi tlemi. V iztrebkih vrste
E. fetida, proizvedenih v srednje onesnazenih remediiranih tleh, se je biodosegljivost Pb v
zelod¢ni fazi statisti¢no znacilno povecala za 5,1-krat, medtem ko pri biodosegljivosti Pb v
¢revesni fazi ni bilo opaznih statisticno znacilnih razlik (p < 0,05). Med iztrebki vrste L.
rubellus in zacetnimi tlemi ni bilo zaznati statisticno znacilnih razlik (p < 0,05).
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Slika 8: Oralna biodosegljivost Pb v Zelod¢ni in ¢revesni fazi, doloCeni in vitro s PBET-testom, v srednje
onesnazenih neremediiranih in remediiranih tleh ter deZevnikovih iztrebkih vrst L. rubellus in E. fetida.
Podana so povprecja treh vrednosti s standardnim odklonom. (a, b) oznacujeta statisticno znacilne razlike
(Duncanov test, p < 0,05).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Remediacija tal

Novejsa remediacijska metoda (proces ociSCevanja izpiralne raztopine skozi zaprto
procesno zanko s pomoc¢jo ozona/UV in s pomocjo adsorpcijske odstranitve tezkih kovin iz
raztopine) nam je omogocila ucinkovito odstranitev ostankov kompleksov EDTA-tezka
kovina iz tal. Odstranitev kompleksov EDTA-tezka kovina iz tal je izredno pomembna
zaradi mobilizacije ionov kovin ter zaradi razgradljivosti ligandov (EDTA) in njihovih
kompleksov v okolju. Mobilizirani ioni kovin so biolosko dostopnejsi (rastlinam lazje
dosegljivi) in se lazje izpirajo v podtalnico. Vecina ligandov in njihovih kompleksov je v
okolju slabo fito-, kemo- in biorazgradljivih (Nortemann, 1999, cit. po Finzgar in LeStan,
2006a) ter potencialno toksi¢nih za mikroorganizme (Sillanpaa in Oikari, 1996, cit. po
Finzgar in LeStan, 2006a). Ucinkovitost odstranitve mobiliziranega Pb in Zn iz tal smo
spremljali z merjenjem koncentracij le-teh v izpiralni raztopini, tj. v raztopini, ki je tekla
skozi kolone tal. Koncentracija Pb in Zn se je z vsako stopnjo izpiranja zmanjSevala tako v
visoko kakor tudi v srednje onesnazenih remediacijskih tleh (sliki 5 in 6). Navedene
ugotovitve potrjujejo ucinkovitost odstranjevanja kompleksov EDTA-tezka kovina iz tal z
uporabljeno metodo.

Z remediacijo Zelimo iz tal odstraniti teZzke kovine, ki predstavljajo potencialno nevarnost
za okolje in za zdravje. Zato moramo za oceno ucinkovitosti remediacijske tehnologije
ovrednotiti biodosegljivost in mobilnost tezkih kovin v tleh, izpiranje tezkih kovin iz tal ter
oralno biodosegljivost tezkih kovin pred remediacijo tal in po nje;.

S Seststopenjsko sekvencno ekstrakcijo ocenjujemo delez Pb in Zn, vezanega na biolosko
dostopne in nedostopne frakcije tal. 1z rezultatov (prilogi D in F) je razvidno, da je delez
Pb tako v neremediiranih kot v remediiranih visoko in srednje onesnazenih tleh najvecji v
frakciji vezani na organsko snov, kar je v skladu s pri¢akovanji, saj je znano, da ima Pb
mocno afiniteto do organske snovi (Domy, 2001). Iz prilog E in G pa je razvidno, da je Zn
v ve¢jem delezu tako v remediiranih kot tudi v neremediiranih visoko in srednje
onesnazenih tleh prisoten v frakciji preostankov (vklju¢en v kristalno strukturo
alumosilikatnih glinenih mineralov). Ta podatek nam tudi pojasnjuje slabo odstranitev Zn
iz tal s pomoc¢jo liganda EDTA (odstranili smo ga le priblizno 6 % zacetne vrednosti).
Nasprotno pa lahko recemo, da je bil Pb z ligandom EDTA dokaj enotno odstranjen iz vseh
frakcij (slika 9). Rezultati dokazujejo, da se je delez Pb in Zn po remediaciji v obeh
obravnavanih vzorcih tal zmanjSal v bioloSko dostopnih talnih frakcijah, tj. v frakciji talne
raztopine in v frakciji izmenjave, kar se sklada tudi z dognanji drugih raziskav (Maiz in
sod., 2000). Ker torej Pb in Zn nista biolosko dostopna, saj sta v ve¢jem delezu vezana na
biolosko nedostopne frakcije, ne predstavljata nevarnosti za okolje in za zdravje ljudi.
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Legenda: % Cu, Zn, Cd, Pb extracted = % ekstrahiranega Cu, Zn, Cd in Pb;
chelant:metal = kelat:tezka kovina

Slika 9: Ekstrakcija bakra (Cu), cinka (Zn), kadmija (Cd) in svinca (Pb) iz naravno onesnazenih tal s
kelatnimi ligandi (¢ EDTA, m NTA, A EDDS in ¢ DTPA) kot funkcija razmerja med kelanti in celotno
vsebnostjo tezkih kovin (Nowack in sod., 2006)

Mobilnost tezkih kovin v tleh in potencialno izpiranje le-teh iz tal nam poda TCLP-test. Ze
neremediirana tla (uporabljena pri poizkusu) niso presegala kriticnih vrednosti dolocenih
po US EPA (1995), tj. 5mg L' za Pb in 250 mg L' za Zn.

Iz rezultatov je razvidno, da z remediacijo tal porusimo njeno kemijsko ravnovesje, saj z
odstranitvijo Pb in Zn iz posameznih talnih frakcij spremenimo kemijske pogoje v tleh.
Slednje se odraza v spremenjeni porazdelitvi Pb in Zn med posameznimi talnimi
frakcijami.

5.1.2 Vpliv deZevnikov na pH tal

Reakcija tal je eden najpomembnejSih dejavnikov, ki vplivajo na topnost, speciacijo in
oralno biodosegljivost Pb. Biodosegljivost Pb in Zn je obratno sorazmerna s pH tal
(Weltje, 1998; Ge in sod., 2000; Cao in sod., 2001; Domy, 2001). pH vpliva na mobilnost
in biodosegljivost tezkih kovin v tleh, zato je smiselno, da ugotovimo vpliv aktivnosti
deZevnikov na njegovo spremembo. Dokazano je, da je pH v deZevnikovih iztrebkih visji
in blizji nevtralni vrednosti (pH 7) kot v tleh, v katerih Zivijo. Dezevniki so izredno
obcutljivi na koncentracijo protonov (H") v vodni raztopini, kar pojasnjuje deZevnikovo
netoleranco do amoniaka (NH3") (Edwards in Bohlen, 1996). Posledi¢no so raziskovalci
sklepali, da dezevniki nevtralizirajo tla. Nastali sta dve razlagi, ki pojasnjujeta
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nevtralizacijo tal. Prva pravi, da dezevniki nevtralizirajo talni pH zaradi izlo¢anja kalcija iz
zelezokalcijevih zlez. Druga, bolj verjetna razlaga pa pravi, da dezevniki nevtralizirajo
talni pH s pomocjo bazi¢nih izlockov iz ¢revesja in/ali z izlo€anjem amoniaka.

Razli¢ni avtorji (Edwards in Bohlen, 1996; Wen in sod., 2004, 2006) porocajo o dvigu pH
tal proti nevtralnim vrednostim zaradi vpliva dezevnikov vrste E. fetida, kar smo opazili
tudi v nasi raziskavi. Vendar smo pri primerjavi vpliva razli¢nih vrst dezevnikov na pH tal
opazili razlike, ki so posledica medvrstnih fiziolosko-ekoloskih razlik kot so zgradba in
lastnosti prebavnega sistema ter na¢in prehranjevanja.

Dobljeni rezultati izpostavljajo aktivno vlogo oz. vpliv deZevnikov na uravnavanje talnega
pH-ja. To bi morali upostevati pri oceni tveganja po remediaciji tal, saj je bilo ze
objavljeno, da se v dezevnikovem ¢revesju spremeni mobilnost tezkih kovin kot posledica
spremembe pH-ja (Weltje, 1998). Potrebno pa je tudi upoStevati medvrstne razlike
dezevnikov.

5.1.3 Vsebnost tezkih kovin v deZevnikovih iztrebkih

Rezultati analize vzorcev so pokazali izrazito, a nelogic¢no visjo vsebnost Pb v iztrebkih v
primerjavi s tlemi, kar so tudi drugi raziskovalci zaznali pri svojih raziskavah (Morgan J.E.
in Morgan A.J., 1992). Visoka vsebnost Pb v iztrebkih je morebitna posledica absorpcije
organske snovi v prebavnem traktu, ki se odraza v navidezno vi§ji koncentraciji tezkih
kovin (Morgan J.E. in Morgan A.J., 1999). Posledi¢no bi morali v nadaljnjih raziskavah
meriti tudi delez organske snovi v dezevnikovih iztrebkih.

Tako v visoko onesnazenih remediiranih tleh kakor tudi v visoko onesnazenih
neremediiranih tleh se je celokupna vsebnost kalcija (Ca) o€itno povecala v iztrebkih obeh
vrst dezevnikov v primerjavi z zacetnimi tlemi. Dezevniki imajo zelezokalcijeve Zleze, ki
se odpirajo v poziralnik in ki izlo¢ajo kalcijev karbonat. Kljub temu, da njihova funkcija ni
povsem razjasnjena (Edwards in Bohlen, 1996), bi lahko njihova aktivnost vplivala na
povecanje Ca v deZevnikovih iztrebkih.

Dokazano je, da se kopicenje tezkih kovin tako med ekoloSko kot med fiziolosko
razlicnimi dezevniki razlikuje (Dai in sod., 2004). Spurgeon in Hopkin (1999) sta objavila
nasprotujoco si fiziolosko usodo esencialnih (nujno potrebnih za zivljenje) elementov kot
je Zn in neesencialnih elementov kot je Pb. Tako kot talni ¢lenonozci (Janssen in
Horgervorst, 1993) tudi dezevniki regulirajo vsebnost esencialnih elementov v telesu, ki jih
selektivno prevzemajo iz tal (Zorn in sod., 2005). Iz tega vidika lahko upad vsebnosti Zn v
iztrebkih vrste O. tyrtaeum in nespremenjeno vsebnost le-tega v iztrebkih vrste E. fetida v
primerjavi s tlemi pripiSemo razliénim regulacijskim mehanizmom. Podobne regulacijske
mehanizme za vec¢jo ucinkovitost kopienja Zn je pri njivskem dezevniku (Aporrectodea
caliginosa) v primerjavi z rde¢im dezevnikom (L. rubellus) objavil tudi Dai s sod. (2004).
Regulacijske mehanizme lahko pripiSemo posebnim fizioloskim potrebam njivskega
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dezevnika (4. caliginosa), ki zahteva biodostopno zalogo Zn med diapavzo, ki je rdeci
dezevnik (L. rubellus) nima (Edwards in Bohlen, 1996).

5.1.4 Vpliv deZevnikov na frakcionacijo Pb in Zn

Biodosegljivost, vstop v prehrambeno verigo, toksi¢nost, mobilnost in prenos tezkih kovin
so odvisne od njihovih kemijskih oblik in njihove frakcionacije v tleh. Dokazano je, da
dezevniki s svojo aktivnostjo spremenijo kemijske in fizikalne lastnosti tal, od katerih je
odvisna frakcionacija tezkih kovin v tleh.

V srednje onesnazenih tleh je bil Zn v vecjem delezu prisoten v kemic¢no in biolosko
najmanj dosegljivem ostanku talne frakcije. Posledi¢no v iztrebkih dezevnikov nismo
zaznali nobene opazne spremembe koncentracije Zn v frakciji izmenjave. Razli¢ne
raziskave o vplivu dezevnikov na biodosegljivo frakcijo tezkih kovin v tleh so podale
rezultate, podobne naSim, vendar jih lahko le delno primerjamo z naSo raziskavo, saj smo
se mi osredotocili na biorazpolozljivo frakcionacijo tezkih kovin v dezevnikovih iztrebkih
in ne v tleh. Wen in sod. (2004) so objavili statisticno znacilno povecanje koncentracije
tezkih kovin (Cr, Co, Ni, Zn, Cu, Cd in Pb) v frakciji vezani na karbonate, v vodotopni
frakciji in v frakciji izmenjave kot posledice aktivnosti smrdecega dezevnika (E. fetida). Te
frakcije predstavljajo rastlinam najbolj dosegljive oblike tezkih kovin. Ma in sod. (2002) so
ugotovili, da deZevniki iz rodu Pheretima povecajo dosegljivost Pb in Zn v tleh. Cheng in
Wong (2002) sta objavila, da se po inokulaciji dezevnikov iz rodu Pheretima spremeni
frakcionacija Zn v tleh, tako da se koncentracija Zn v biodosegljivi frakciji, doloceni z
DTPA-ekstrakcijo, kot tudi v frakciji vezani na organsko snov, poveca. Po drugi strani pa
koncentracija Zn v biodosegljivi frakciji izmenjave in v frakciji vezani na karbonate upade.
Statisticna znacilnost teh rezultatov se spreminja gleda na tip tal, ki ga uporabljamo v
poizkusu. To raznolikost rezultatov bi lahko pripisali razlikam v znacilnostih tal ter
razlicnim fizioloSkim znacilnostim in razlikam v ekoloskem vedenju posameznih vrst
dezevnikov. Znano je, da se kopicenje tezkih kovin v tkivih dezevnikov medvrstno
razlikuje (Dai in sod., 2004).

5.1.5 Vpliv deZevnikov na mobilnost in izpiranje Pb in Zn

Mobilnost in prenos tezkih kovin po remediaciji tal predstavlja potencialno nevarnost za
onesnazenje podtalnice in posledi¢no ogrozanje clovekovega zdravja. Visoko onesnaZzenim
tlom, pred remediacijo in po njej, ter iztrebkom vrst E. fetida in O. tyrtaeum, proizvedenih
v remediiranih in neremediiranih tleh, smo s TCLP ekstrakcijo dolo€ili mobilnost tezkih
kovin. Zanimivo je, da se mobilnost Pb v iztrebkih vrste E. fetida, proizvedenih v
remediiranih tleh, statisticno ne razlikuje (p < 0,05) od mobilnosti Pb v neremediiranih
tleh. Iz tega lahko sklepamo, da aktivnost vrste E. fetida izni¢i ucinkovitost
remediacijskega procesa. Tudi iz rezultatov, dobljenih s TCLP-testom, lahko opazimo, da
obe vrsti razlicno vplivata na obnasanje tezkih kovin v tleh.
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5.1.6 Vpliv deZevnikov na oralno biodosegljivost Pb

Iz rezultatov je razvidno, da dezevniki vplivajo na oralno biodosegljivost Pb tako v
remediiranih kot tudi v neremediiranih visoko in srednje onesnazenih tleh ter da je njihov
vpliv vrstno znacilen. Nekatere vrste deZevnikov lahko znatno povecajo biodosegljivost
tezkih kovin ne samo v onesnazenih ampak tudi v remediiranih tleh.

Rezultati kazejo, da vse izbrane vrste dezevnikov povecajo biodosegljivost Pb v Crevesni
frakciji, Ceprav so koncentracije nizje kot v Zelod¢ni frakeiji, ve¢inoma zaradi nevtralne pH
vrednosti. Privzem hranil v prebavnem sistemu ¢loveka poteka v tankem c¢revesju, zato nas
te, Ceprav niZje koncentracije z vidika ogrozanja zdravja bolj zanimajo.
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5.2 SKLEPI

Koncentracija Pb je bila po remediaciji v iztrebkih dezevnikov izrazito pove€ana, medtem
ko koncentracija Zn v deZzevnikovih iztrebkih po remediaciji ni bila izrazito povecana, v
nekaterih primerih je bila celo zmanjSana. Glede na te rezultate lahko potrdimo teze drugih
raziskav (Spurgeon in Hopkin, 1999) o nasprotujoci si fizioloski usodi esencialnih (nujno
potrebnih za zivljenje) elementov, kot je Zn, in neesencialnih elementov, kot je Pb.

V raziskavi smo opazili tudi bistvene razlike med vplivi razliénih vrst dezevnikov na
frakcionacijo tal. Razlike se odrazajo kot posledica razli¢nih fizioloskih znacilnosti (npr.
zgradba prebavnega trakta) in ekoloSkega vedenja posameznih vrst deZevnikov.

Glede na postavljeno hipotezo lahko potrdimo, da deZevniki kot model Zivih talnih
dejavnikov vplivajo na frakcionacijo, mobilnost in oralno biodosegljivost Pb in Zn v tleh
pred in po izpiranju tal z EDTA-jem (remediaciji). Iz rezultatov je razvidno, da se je
koncentracija v biodosegljivih frakcijah Pb in Zn v iztrebkih povecala. Dezevniki kot zivi
dejavniki lahko zato iznic¢ijo u¢inek remediacije tal.



25

Plavc Z. Frakcionacija in biodosegljivost svinca in cinka v glistinah deZevnikov pred in po remediaciji tal.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2007

6 POVZETEK

Zaradi vse vecje uporabe raznolikih kemikalij (dnevno uporabimo ve¢ kot 300 kemikalij
tako v industriji kot tudi v vsakdanjem zivljenju) se nevarnost, ki jo onesnazila
predstavljajo za okolje in zdravje, iz leta v leto povecuje. Tla so kot vir hrane za ¢loveka
pomembna prvina, zato je remediacija onesnazenih tal nujna. V raziskavi smo uporabili
remediacijsko metodo vecstopenjskega izpiranja tal z ligandom, EDTA.

Zaradi prakti¢nih razlogov (visoka cena kelatnih ligandov in njihova neucinkovitost pri
odstranjevanju tezkih kovin, mo¢no vezanih na nelabilne frakcije iz tal) je cilj remediacije
tal pogosto zmanjsanje toksicnega dela tezkih kovin v tleh (zmanj$anje njihove mobilnosti,
fito- in bio- dosegljivosti), ¢eprav jih iz tal popolnoma ne odstranimo. Poleg koncentracije
je za toksi¢nost onesnazil v tleh pomembna tudi njihova mobilnost (in s tem njihovo
izpiranje iz tal) in njihova biodosegljivost. U¢inkovitost remediacije tal smo ugotavljali s
primerjavo frakcionacije, mobilnosti in biodosegljivosti Pb in Zn pred remediacijo tal in po
njej. Frakcionacijo smo dolocali z metodo sekven¢ne ekstrakcije, mobilnost s TCLP-
testom ter biolosko dosegljivost Pb s PBET-testom po Rubyju.

Ker usoda preostankov tezkih kovin v tleh po remediaciji Se ni raziskana in ker tudi ni
znana kinetika procesa ponovne prerazporeditve tezkih kovin po remediaciji tal ter
dinamika njihove morebitne prerazporeditve iz biolosko manj dosegljive v biolosko
dosegljivejSe oblike, nas je zanimalo, kakSen vpliv imajo na te procese dezevniki kot
modelni organizmi Zivih dejavnikov. Te procese smo spremljali v srednje in visoko
onesnazenih neremediiranih in remediiranih tleh iz Meziske doline. Uporabili smo dve
vrsti ekolosko razliénih dezevnikov, epigeicni vrsti Eisenia fetida in Lumbricus rubellus ter
endogeicno vrsto Octolasion tyrtaeum. Vpliv dezevnikov na remediirana tla smo ocenili s
primerjavo mobilnosti in biodosegljivosti Pb in Zn v njihovih iztrebkih glede na
remediirana in neremediirana zacetna tla. S primerjavo smo ugotavljali vrstno specifi¢nost
vpliva dezevnikov na te procese. Znano je, da se dezevniki razlikujejo med seboj tako
fiziolosko kot tudi ekolosko in imajo na tla razli¢en vpliv.

Han in sod. (2003) so v raziskavi prisli do sklepa, da proces staranja prerazporedi tezke
kovine iz biodosegljivih talnih frakcij v bolj stabilno in manj biodosegljivo obliko. Nasi
rezultati pa so v nasprotju s Hanovo ugotovitvijo, saj kazejo na to, da aktivnost dezevnikov
v sveze remediiranih tleh prerazporedi tezke kovine v nasprotni smeri, torej iz bolj
stabilne, manj mobilne in manj biodosegljive oblike, v bolj dosegljive oblike. Z nasimi
raziskavami smo ugotovili, da se je zaradi aktivnosti dezevnikov v tleh u¢inek remediacije
zmanjsal in v nekaterih primerih celo iznicil.

Rezultati nase raziskave jasno kazejo, da se lahko tezke kovine v tleh pred in po
remediaciji tal prerazporedijo in spremenijo svojo toksi¢nost zaradi vpliva bioti¢nih
dejavnikov (dezevnikov). Potrebne so Se dodatne raziskave za zadostno razumevanje teh
procesov in za oblikovanje metod, ki bi ocenile njihove vplive. Te metode bi morali
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uporabiti kot del nacrta za ocenjevanje tveganja (risk assessment) tezkih kovin po
remediaciji tal.
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PRILOGA A

Izbrane lastnosti tal in celokupne koncentracije Pb in Zn v srednje onesnazenih tleh pred in po remediaciji tal. Rezultati remediiranih tal so podani kot povprecne

vrednsoti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Pedoloska analiza

Tezke kovine

pH Organska snov P,0s COs* CEC Pesek  Melj  Glina Pb Zn
(%) (mg 100 g") (%) (mmol C*100g") (%) (%) (%) (mgkg") (mgkg")
Pred 6,6 6,2 51,9 2,48 243 47 39 14 1504 1285
remediacijo
Po 7,2+0,1 7,8%2,1 63+£10,3 2,32+0,47 25,3+0,9 49+2 38+2 13+1 905+33 1206+38

remediaciji
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PRILOGA B

Izbrane lastnosti visoko onesnazenih tal pred in po remediaciji. Rezultati remediiranih in neremediiranih tal so podani, kjer je bilo to mogoce, kot povpre¢ne vrednosti treh

Pedoloska analiza

ponovitev s standardnim odklonom.

Organska snov (%) P,0O:s COs™> CEC Pesek Melj Glina
(mg 100 g™ (%) (mmol C* 100g™) (%) (%) (%)
Pred remediacijo 9,1 130,3 20,2 27,6 431 47,2 9,7
Po remediaciji 8,8+0,2 145,9 + 10,3 17,2+0,6 31,6 £0,6 41,2+0,8 49,5+0,9 9,3+£0,4
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PRILOGA C

Celokupna vsebnost Pb in Zn, pH vrednosti in koncentracija Pb in Zn v ekstrakcijski raztopini TCLP pred in po remediaciji visoko onesnazenih zaCetnih tal ter v iztrebkih

dezevnikov vrste Eisenia fetida in Octolasion tyrtaeum, proizvedenih v neremediiranih in remediiranih tleh.

CELOTNA
KONCEJZ TRACH PRED REMEDIACIJO PO REMEDIACII
0} FEisenia fetida Octolasion tyrtaeum 0 FEisenia fetida Octolasion
tyrtaeum
Celotni Pb "4528,7 £ 142,8 €5708,4 = 54,2 °4827,9 + 86,7 21884,9 £ 41,7 *1900,3 +128,0  *1923,6 + 53,8
(mg kg™
Celotni Zn *2541,6 £47,4 *2515,3 £50,2 °2220,4 £ 22,5 *2119,5+104,3 *2019,7 + 83,1 °1544,0 £ 96,2
(mgkg™)
Celotni Ca *48706,0 + 68,0 ©51521,5 +1149,9 °52323,7 £2234,2 *46196,1 + 1260,2 ©51032,5+195,8 °49243,5+742,7
(mg kg™
pH 6,38 0,13 %6,75 + 0,08 6,32 £ 0,19 27,02 £ 0,09 57.20 + 0,02 %6,97 + 0,08

TCLP
Pb 1,66 = 0,06 1,91 £ 0,40 2,04 £ 0,03 20,27 £ 0,05 °1,67 = 0,47 %0,21 £ 0,02
(mgL")
Zn 23.05+0,57 23,68 + 0,60 *3.81+0,80 %0,60 £ 0,11 %0,84 +£ 0,25 %0,73+£ 0,16

(mgL™)
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Crke nad povpredji (a, b) ozna¢ujejo statisti¢no znaéilne razlike (Duncanov test (p < 0,05).
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PRILOGA D

Frakcionacija Pb pred in po remediaciji srednje onesnazenih tal in v iztrebkih dezevnikov vrste Lumbricus rubellus in Esenia fetida.

Rezultati so podani kot povprecne vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Frakcionacija (%) Pred remediacijo Po remediaciji

Tla L. rubellus E. fetida Tla L. rubellus E. fetida
(iztrebki) (iztrebki) (iztrebki) (iztrebki)
V talni raztopini *0,02 + *0,04 £ 0,01 °0,23 £ 0,01 %0,07 £ %0,03 £ 0,01 °0,34 + 0,00
0,00 0,07
Izmenljiva *0,13 £ 0,11 £0,02 °0,04 £ 0,01 %0,03 £ %0,04 £ 0,03 ?0,01 £0,01
0,01 0,02
Vezana na karbonate 21,8+ 1,0 204+1,5 225+0,8 16,8 £ 0,9 16,2 +£0,7 17,4+£0,6
Vezana na Fe- in Mn- %0,43 + *0,47 £ 0,03 *0,45 £ 0,03 *0,39 + 0,31 £ 0,02 °0,31 £ 0,03
okside 0,00 0,02
Vezana na organsko snov 62,6+ 1,0 ¥71,4+6,7 65,5+2,0 67,9+ 6,0 66,2 +2,6 66,9 + 4,7
Residiumov 14,9+ 0,9 13,8+ 1,9 °11,3+0,4 14,7+ 14 17,2+1,9 15,1 £ 1,8
Recovery (%) 86,7 89,5 84,9 95,0 96,3 89,5

Crke nad povpredji (a, b) ozna¢ujejo statisti¢no znaéilne razlike (Duncanov test (p < 0,05).
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PRILOGA E

Frakcionacija Zn pred in po remediaciji srednje onesnazenih tal in v iztrebkih dezevnikov vrste Lumbricus rubellus in Eisenia fetida.
Rezultati so podani kot povprecne vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Frakcionacija (%) Pred remediacijo Po remediaciji
Tla L. rubellus (iztrebki) E. fetida (iztrebki) ~ Tla L. rubellus (iztrebki) E. fetida (iztrebki)

V talni raztopini ?0,01+0,00 %0,01+0,00 %0,01+0,00 %0,11+0,05 °0,03+0,01 °0,02+0,00
Izmenljiva *0,35+0,01 ®0,2+0,15 °0,21+0,02 0,1+0,01 ®0,06+0,00 ®0,05+0,0
Vezana na karbonate 5,08+0,24 *5.3+0,31 b5,78+0,24 2,26+0,18 °2,94+0,19 °2,82+0,7
Vezana na Fe- in Mn-okside %2,25+0,05 2.31+0,42 12 77+0,27 1,03+0,07 ®1,39+0,13 ®1,31+0,08
Vezana na organsko snov 12,5+1,8 15,34+2,0 15,6+1,5 10,6+0,3 °15,4+1,1 14,4427
Residiumov ¥79,8+1,2 ¥76,9+6,0 ¥75,6+7,5 *81,3+4,7 #80,2+8,8 *81,4+10,8
Recovery (%) 114,7 71,4 107,8 137,9 86,7 127,1

Crke nad povpredji (a, b) ozna¢ujejo statisti¢no znaéilne razlike (Duncanov test (p < 0,05).
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PRILOGA F

Frakcionacija Pb v visoko onesnaZzenih tleh pred remediacijo in po njej ter v iztrebkih dezevnikov vrste Eisenia fetida in Octolasion tyrtaeum, proizvedenih v teh tleh.

Rezultati so podani kot povprecne vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Frakcionacija (%) Pred remediacijo Po remediaciji

Tla E. fetida O. tyrtaeum Tla E. fetida O. tyrtaeum
(iztrebki) (iztrebki) (iztrebki) (iztrebki)
V talni raztopini °0,05 + 0,08 + 0,00 °0,02 £ 0,00 0,01+ 0,02 ®0,17 + 0,00 20,03 £ 0,02
0,00
Izmenljiva 0,21 + 0,20 £ 0,01 °0,25 + 0,00 0,02 £ ®0,00 + 0,00 0,03 + 0,00
0,01 0,01
Vezana na karbonate 244+1,0 25,0+ 0,9 28,9+ 3.0 92+0,7 16,9 + 1,4 19,0 + 0,6
Vezana na Fe- in Mn- 0,42 + 0,44 + 0,03 °0,36 + 0,00 0,19 £ 0,24 + 0,01 0,26 + 0,02
okside 0,04 0,03
Vezana na organsko snov 65,1 +£3,7 66,8+ 1,0 56,9+ 1,5 ¥76,3+ 5,5 ®70,1 +£2.2 63,8 + 4,3
Residiumov ®9 8+ 1,1 7,604 ®13,6 +2,7 14,3 +0,8 M2, 7+1,5 16,9 + 1,8
Recovery (%) 104,0 78,3 86,7 92,8 96,3 93,0

Crke nad povpredji (a, b) ozna¢ujejo statisti¢no znaéilne razlike (Duncanov test (p < 0,05).
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PRILOGA G

Frakcionacija Zn v visoko onesnazenih tleh pred remediacijo in po njej ter v iztrebkih dezevnikov vrste Eisenia fetida in Octolasion tyrtaeum, proizvedenih v teh tleh.

Rezultati so podani kot povprecne vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom.

Frakcionacija (%) Pred remediacijo Po remediaciji
Tla E. fetida O. tyrtaeum Tla E. fetida O. tyrtaeum
(iztrebki) (iztrebki) (iztrebki) (iztrebki)
V talni raztopini *0,02 £ *0,05 £ 0,03 ®0,07 = 0,01 ‘0,05 £ 0,04 £ 0,01 °0,02 + 0,01
0,01 0,01
Izmenljiva ‘1,59 £ °1,00 £ 0,03 1,63 £ 0,06 ‘0,03 £ *0,04 £ 0,02 ®0,07 + 0,01
0,05 0,02
Vezana na karbonate 12,8+ 1,4 °9.5+ 0,4 ®10,9+ 1,0 36+0,3 131+0,2 4.2 +0,3
Vezana na Fe- in Mn- 4.0+ 0,1 ®3.1+0,1 2.9+0,1 1,2+0,1 1,1 0,1 °0,8 + 0,1
okside
Vezana na organsko snov 34,3+ 2.8 24,6+ 3,1 26,3+ 0,6 27,6+73 25,5+2,7 24,7+1,2
Residiumov 55,5+0,7 51,7+£2,2 58,8 £3,6 67,6 +£3,1 “70,2 £ 8,2 470,2 £5,2
Recovery (%) 83,7 80,1 87,6 87,4 71,5 98,1

Crke nad povpredji (a, b) ozna¢ujejo statisti¢no znaéilne razlike (Duncanov test (p < 0,05).
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