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1 UuUvOD

Podedica industrializacije, urbanizacije, ter razvoja kmetijstva z intenzivnim nacinom
pridelave so tla onesnazena z visokimi koncentracijami strupenih snovi. Primarne vire
takega onesnazevanja predstavljgjo izgorevanje fosilnih goriv, taljenje rud, uporaba
ginteticnih fitofarmacevtskih pripravkov in umetnih gnojil, odpadna blata in goXe
komunalnih cistilnih naprav, promet, emisije kemijske in druge industrije (Lestan in sod.
2003). Velika podrocja sicer rodovitnih tal, so zaradi visokih koncentracij skodljivih snovi,
postala neuporabna za kmetijsko rabo.

Onesnazenje tal s tezkimi kovinami (TK) je v Evropski Uniji in njenih sosednjih drzavah
zelo razSrjeno in ceprav obmocje ni to¢no doloceno, je ocenjeno da zavzema neka
milijonov hektarov (Flathman in Lanza, 1998). Zaradi rudnisko-topilniske dejavnosti je v
Sloveniji prizadetih kar neka obmocji, vendar se bom jaz osredotocila samo na zgornjo
Mezisko dolino, kjer je vec kot 300 let delova rudnik svinceve rude in topilnica. Tla v
dolini, vkljucno s 6600 ha obdelovalne zemlje so onesnazena predvsem s svincem (Pb), pa
tudi s cinkon (Zn) in kadmijem (Cd). Leta 1990 se je rudarjenje in tajenje svinceve rude
prenehalo, a se je pricelo recikliranje starih avtomobilskih akumulatorjev. Trenutno sta v
Meziski dolini poznana dva glavna vira onesnazevanja: topilnica svinceve in cinkove rude
v Zerjavu ter odlagali&e Zlindre in plasti¢nih delov akumulatorjev v Glancniku (Ledtan in
Gréman, 2001). Za obmocje zgornje Meziske doline velja, da se je predvsem v preteklosti
del kovin izplavljal nizvodno kar je katastrofalno vplivalo na tamkajsnjo naravo. Povecano
vsebnost Zn, Pb in Cd pa je zadediti tudi jugovzhodno od Maribora, koncentracije teh TK
tudi za sto krat presegajo dovoljene koncentracije (Zupan, 1999). Po nekg desetletjih sta se
splosno stanje in kvaliteta zraka in voda res nekoliko izboljSali, a TK so se zaradi svoje
kemijske obstojnosti in izredno trdne vezave na talne delce v tleh kopicile. Ob glavnih
cestah, predvsem na obmocju vecjih mest, kjer promet ni teko¢, zadedimo povecano
vsebnost svinca v tleh zaradi emisij prometa (Vidic in sod., 1997).

TK s0 eden ngjpogosteSih agensov, ki ogrozgjo zdravje zivih organizmov, sg lahko v telo
vstopgjo preko razlicnih poti; s hrano (npr. poljine pridelane na onesnazenih tleh), z
zauzitiem tal di inhalacijo prahu. V organizem vstopgo v koncentracijah, ki niso
Skodljive, vendar pa se s¢asoma akumulirgjo do visokih toksi¢nih vsebnosti. Prav tako so
na TK v tleh obcutljivi talni organizmi, ki so vitalno pomembni za zdravje in kakovost tal.
Zato se lahko zgodi, da visoke koncentracije TK zmanjSajo biolosko raznolikost tal.
Remediacija 0z. cisenje onesnazenih tal s TK je nujno potrebna operacija v postopku
rehabilitacije onesnazenih obmocij, zal pa je dolgotraina (odvisno od tehnike ¢iskenja) in
tudi zelo draga operacija, s lahko cena preseZe 1 milijon € ha. Ocenjuje se, da se samo v
Veliki Britaniji nahaja 100 000 obmocij onesnazenih s TK, v sosednji Avstriji pa 30 000
obmogij in priblizno 1 400 000 obmocij v Evropski Uniji (Puschenreiter, 2003). Priblizen
znesek za remediacijo obmocij v Veliki Britaniji znese okoli 13-30 milijard US$, v celotni
Evropski Uniji pa se ocenjuje znesek od 180 - 420 milijard US$ (Lombi, 2001). Pri tem
niso bila upostevana gotovo Se stevilna obmocja vzhodnje Evrope.
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1.1 POVOD ZA IZDELAVO NALOGE

Na Centru za pedologijo in varstvo okolja (CPVO), Biotehniske fakultete v Ljubljani se ze
neka let ukvarjgo z raziskavami in razvojem metod, ki omogocgo zmanjSanje
ekotoksikoloskega tveganja z zmanjSevanjem biodosegljivosti onesnazil. Fitoremediacija
je ena izmed teh metod remediacije onesnazenih tal, ki je razmeroma nova, cengiSa od
ostalih metod in tlem »prijazna.

V te raziskave se vkljucuje tudi ta diplomska naloga, ki obravnava vpliv dodganja
razli¢nih koncentracij biolosko razgradljivega liganda ter hidrogela na fitoekstrakcijo Pb.

1.2 NAMEN NALOGE

Namen naloge je bil ovrednotiti ucinkovitost fitoekstrakcije oz. mobilizacije Pb z uporabo
razlicnin  koncentracij biolosko razgradljivega kovinskega liganda etilen diamin
disukcinata (EDDS) in akrilamidnega hidrogela. Uporabili smo kolone s porusenim talnim
profilom v katere smo dodali hidrogel. Spremljali smo sprejem Pb v testno rastlino kitgjski
kapus (Brassica rapa L. var. pekinesis) in izpiranje Pb skozi talni profil v lovilne posode.
Ob tem smo zeleli ugotoviti potencialno nevarnost za izpiranje Pb-kelatnega kompleksa iz
talnega profila v podtalnico.

1.3 HIPOTEZA

Hipoteze nase raziskave so bile dedece:

@ Z dodajanjem kovinskih ligandov v tla onesnazena s Pb se poveca njegova bioloska
dostopnost in akumulacija v testno rastlino.

@ Biorazgradljiv ligand EDDS je mozno uporabljati za okoljsko varno inducirano
fitoekstrakcijo, ker je mikrobiolosko razgradljiv je s tem manj obstojen in nevaren za
izpiranje TK, kot ze prej preizkuSeni sinteticni ligandi (npr. EDTA).

@ Z dodatkom akrilamidnega hidrogela Stockosorb tlem, lahko dosezemo pocasnejse
spro&kanje EDDS, kar lahko Se omegi spiranje Pb iz tal in ga obenem naredi bolj
dostopnega rastlinam.
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2 TEORETSKE OSNOVE

21 TLA

Tla so povrainski del litosfere, ki ga sestavljgjo minerane in organske snovi, voda, zrak in
organizmi (Uredba..., 1996). Tla vsebujgo sistem mikro, makro in mezo por, ki lahko
sprejemajo vodo infali zrak. Tla nastaigjo s fizikalnim in kemi¢nim preperevanjem maticne
kamnine in organske snovi, ob prisotnosti zivih organizmov (Vidic, 1995). Mati¢na
kamnina je vir mineralov in pogojuje glavne fizikalne in kemijske lastnosti tal. Po globini
so tla lahko zelo razlicno globoka in razdeljena v plasti ai horizonte, ki se izrazijo ob
navpicnem prerezu skozi tla in katerih vsak ima specificne fizikalne, kemijske in bioloske
lastnosti.

Tla so naravni vir, potreben za pridelavo hrane, industrijskih surovin in pridobivanje
energetskih virov, pa tudi naravna vrednota, ki jo varujemo kot naravno dediscino. Kot
naravni vir, naravna vrednota in kot nosilec prostora, so za obstoj in razvoj clovestva
nenadomestljiva. Ohranitev naravnega vira tal pred fizicnim uni¢enjem in onesnazevanjem
ter ohranitev ravnovega med tlemi in ostalimi deli ekosistema je danes ena pomembnih
aktivnosti v dovenskem prostoru. Gospodarjenje s tlemi mora zato zagotoviti ohranjanje
naravnih znacilnosti tal in omogociti ustrezno raven Zivljenja ¢loveka

2.1.1 Onesnazenost tal

Tla se smatrgjo za onesnazena takrat, ko vsebujgo toliko onesnazil, da je njihova samo-
ociZevalna sposobnost zmanjSana (Alloway, 1990), podabsgo pa se tudi njihove
fizikalne, kemijske in bioloske lastnosti. Onesnazila zavirgjo in preprecujejo rast rastlin v
tleh, z njimi se onesnazuje podtalnica ai pa je zaradi Skodlivih snovi kako drugace
okrnjena trajna rodovitnost tal.

Vzroki onesnazenosti tal so emidje industrijske proizvodnje, intenzivnega kmetijstva,
prometa in odlaganje odpadkov. Organske in anorganske nevarne snovi se nalagajo v tleh
in v njih ostangjo tudi po prenehanju onesnazevanja, sg se nekatere le pocas razgradijo di
seizta izlocgjo.

Ucinek TK in ostalih nevarnih snovi ter koncentracija le teh v rastlinah sta odvisna od
fizikalno-kemijskih lastnosti tal, kjer se nahgjgo (pH, tekstura tal, vsebnost organske
snovi, oksidacijsko-redukcijski potencial, temperatura, poroznost itd.), kemijskih lastnosti
nevarnih snovi (pH, kemijska oblika elementa oz. spojine v kateri se nahagjgjo v tleh, etd.),
ter bioloskih lastnosti rastlin (vrsta rastline, varieteta, del in starost rastline). Na splosno se
vsebnost TK zmanjSuje z visanjem pH tal, talne organske snovi in vsebnosti gline
(Eriksson, 1989).

Kovine in druge anorganske snovi v tleh se vkljucujgo v Stevilne procese, prehaao v
rastline in dalje po prehrambeni verigi do zivali in ljudi, s tem pa se vsebnost le teh vsakic
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bolj zvisuje. Ta proces se imenuje s tujko biomagnifikacija. Ngvecje koncentracije TK so
bile opazene v uzitnih zelenih delih rastlin (endivija, Spinaca, zelje) in v koreninah
(korenje, rdeca pesa, redkev), manjSe v steblih, nggmanjSe pa v plodovih (strocnice) in
semenih (koruza, pSenica) (Zupan in sod., 2006). Zato je najvec tveganja pri pridelavi
korenovk in solatnic. Vendar pa je akumulacija Pb nasplosno v korenovkah zelo majhna

Problemati¢no je tudi spiranje nevarnih snovi v podtalnico. NajpogostejSe nevarne snovi v
tleh so TK (Cd, Zn, Pb, Cr, Ni, Hg, Cu), nekateri radionukleidi, fluoridi, nitrati in fosfati.
Od organskih nevarnih snovi so prisotni klorirani ogljikovodiki, poliklorirani bifenili,
dioksini, fenoli, policiklicni aromatski ogljikovodiki in mineralna olja, ki v tla pridgo z
uporabo fitofarmacevtskih sredstev, vnosom blat ¢istilnih naprav ali kompostov ter goriv.

Po izvoru razdelimo nevarne snovi na organske in anorganske (Lestan, 2000):

Med organska onesnazila spadajo:

policiklicni aromatski ogljikovodiki (PAH oz. PAO);
poliklorirani bifenili (PCB)

organokovinske spojine,

goriva,

sinteticni polimeri,

pesticidi (DDT in njegovi derivati),

persistentna organska onesnazila (POP),

razstreliva

[SEORORORNRORSRN

Med anorganska onesnazila spadaj o:

@ tezke kovine (TK),
@ radionuklidi,
@ ostale anorganske snovi (nitrati, fosfati, soli, itd.).

Do sedaj so hile izvedene sistematicne raziskave onesnazenosti tal na obmogjih, ki
obsegajo priblizno 13 % ozemlja Slovenije. Obmocja se razlikujegjo glede na rabo tal, vrsto
morebitnega onesnazevanja ter vsebnost organskih in anorganskih nevarnih snovi v tleh.
Ugotovljena je povecana vsebnost kovin v okolici kovinskopredelovalne industrije in v
blizini rudnikov (Celje, Jesenice, Meziska doling), tovarn, obmocja blizu avtocest in gosto
naseljenih mest ter vsebnost nekaterih organskih nevarnih snovi na intenzivnih kmetijskih
obmogjih.

Na dliki 1 so prikazane vrednosti za vsebnost svinca v tleh, interpretirane glede na mejne,
opozorilne in kriticne imisijske vrednosti.
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Slika 1: Vsebnost svinca (Pb mg kg™ s.s.) v zgornjem sloju tal (0-5 cm ali 0-20 cm). (Zupan, 2006)

oznaka doseZena koncentracija merjene nevarne | Ph
snovi
sverle modra . pod mejo detekcije uporabljene metode <2
modra ' pod mejo doloclivosti uporabliene mefods =4
zelena . do mejne imisijske vrednosti =85
Fumena mefna  imisijska vrednost do opozerilne | 283
vrednosti
rdeca . opozoriing imisijska vrednost do kriticne | 2160
vrednosti
vijoliéna . kriticna imisijska vrednost in ved 2530

Slika 2: Legenda tematske karte onesnaZenih tal s Pb, vrednosti so v mg kg™ zratno suhih tal; upodtevane so
mejna, opozorilnain kriti¢éna imisijska vrednost glede na slovensko zakonodajo (Uredba. .., 1996)
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2.1.2 Megjnein kritiéneimisijske vrednosti snovi v tleh

Zaradi toksicnosti TK so Stevilne drzave omelile pridelavo hrane na onesnazenih obmogjih
in dolocile tudi meje dovoljenega letnega vnosa TK s komposti in blati cistilnih naprav. V
Sloveniji doloca Se sprejemljive ali megine in presezene ali kriticne vrednosti za posamezne
TK v tleh Uredba o megnih, opozorilnih in kriticnih imisjskih vrednostih nevarnih snovi v
tleh (Uredba..., 1996).

Po definiciji je megina imisijska vrednost gostota posamezne nevarne snovi v tleh, ki
pomeni taksno obremenitev tal, da se zagotavljgo Zivljenjske razmere za rastline in zivali,
in pri kateri se ne podab3uje kakovost podtalnice ter rodovitnost tal. Pri tg vrednosti so
ucinki ai vplivi na zdravje ¢loveka ali okolje Se sprejemljivi.

Opozorilna imisijska vrednost je gostota posamezne nevarne snovi Vv tleh, ki pomeni pri
dolocenih vrstah rabe tal verjetnost Skodljivih ucinkov ali vplivov na zdravje ¢loveka dli
okolje.

Kritiéna imisijska vrednost je gostota posamezne nevarne snovi v tleh, pri kateri zaradi
Skodljivih ucinkov ai vplivov na cloveka in okolje onesnazena tla niso primerna za
pridelavo rastlin, namenjenih prehrani ljudi ai zivali ter za zadrzevanje ali filtriranje vode.
Kadar je dosezena kriticna imisijska vrednost onesnazil v tleh pri kateri je omeena raba tal
in gojenje rastlin za ¢lovesko uporabo, je potrebno takatla ocistiti s proces remediacije.

Uredba velja za celotno obmocje Republike Slovenije ne glede na sestavo ali vrsto rabe tal.

Preglednica 1: Mejne, opozorilnein kriticne imisijske vrednosti nevarnih snovi v tleh (Uredba ..., 1996).

Nevar na snov Vrednosti [ mg kg™ suhih tal]
mejnavrednost  opozorilnavrednost  kritiéna vrednost
Kadmij in njegove spojine, izrazene kot Cd 1 2 12
Baker in njegove spojine, izrazene kot Cu 60 100 300
Nikelj in njegove spojine, izrazene kot Ni 50 70 210
Svinec in njegove spojine izrazene kot Pb 85 100 530
Cink in njegove spojine, izrazene kot Zn 200 300 720
Cdotni krom Cr 100 150 380
Zivo srebro in njegove spojine, izrazene kot Hg 0.8 2 10
Kobalt in njegove spojine, izraZzene kot Co 20 50 240
Molibden in njegove spojine, izrazene kot Mo 10 40 200
Arzen in njegove spojine, izrazene kot As 20 30 55

VV Evropskem prostoru pa velja evropska zakonodga oz. uredba Council Directive
86/27/EEC iz leta 1986, ki prepoveduje uporabo odpadnih voda ter aktivnih blat ¢istilnih
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naprav, kot najbolj razpolozljivega organskega gnojila, na s TK onesnazenih tleh. V tg
direktivi je mejna imisijska vrednost za Pb 50 mg kg™ in kriti¢na imisijska vrednost 300
mg kg™ suhih tal.

2.2 TEZKE KOVINEV TLEH IN NJHOVA DOSTOPNOST

TK so vse tiste kovine, ki imajo specifino gostoto vesjo od 5 g cm® in atomsko maso med
63,546 in 200,590 g mol™. Izraz zajema vse kovinske ione ali njihove spojine, ki so v
naravnih sistemih prisotni v zelo nizkih koncentracijah in so nekateri v sledovih celo nujno
potrebni za obstoj zivih organizmov. Problem z onesnazevanjem nastane le, ko se ti
elementi prekomerno nakopicijo na nekem obmocju (tla, voda, zrak) ali v zivem
organizmu (rastline, zivali, ljudje). Pomanjkanje dolo¢enega esencialnega elementa se v
zivem organizmu kaze na ve¢ natinov, kot so na primer kloroze, rastlina ne more rasti oz.
razviti celotnega zivljenskega ciklusa, nefunkcioniranje metabolnih procesov, itd. Pri
prekomernih koncentracijah pa lahko kovine postangjo toksicne in njihovi ucinki se kazejo
pri osnovnih fizioloskih in bikemi¢nih procesih in sicer lahko povzroc¢ijo zmanjSano rast
rastlin, inhibirgjo fotosintezo in dihanje (omeen transport elektronov), degenerirgo zelo
pomembne celicne organele (Vangronsveld in Clijsters,1994), pri ljudeh in zivalih pa
povzro¢gjo akutno ali kronicno zastrupitev, mutacije somatskih celic oz. kancerogenost,
mutagenost, teratogenost ali poskodbe zarodka (Oliver, 1997), inaktivacijo encimov,
blokirgjo funkcionalne skupine bhioloko pomembnih molekul, lahko poSkodujeo
biomembrane, lahko zamenjgo druge organizmu potrebne kovinske ione ai povzrocijo
spremembo strukture bioloskih molekul (Kos, 2004). Z izrazom TK pogosto imenujemo
elemente, kot so Cd, Cr, Cu, Co, Hg, Mn, Mo, Pb, Sn, Ni, Zn, itd. med katerimi so za rast
in normalen razvoj rastlin nujo potrebne nadednje kovine: Mn, Fe, Zn, Cu, Mo in Co
(Mengel in Kirkby, 1987), ostale kovine pa rastlinam niso nujno potrebne, vendar jih
rastline vseeno ¢rpgjo iz talne raztopine, ¢e so v njg prisotne.

Primarni vir kovin v tleh je maticna podlaga, a veliko kovin je antropogenega izvora
(Alloway, 1990). TK so prisotne v tleh v trdnih delcih: kot prosti ioni v raztopini, kot topni
organsko - mineralni kompleks ai adsorbirane na koloidnem delu tal. Biodostopnost TK
za talne organizme in rastline je odvisna od &tevilnih procesov v tleh, kot so: obarjanje,
adsorpcija in desorbcija, ionska izmenjava, raztapljanje, nastanek in razgraditev
kompleksov. Na obseg teh procesov in na vrsto reakcije vplivajo pedoloske lastnosti, kot
so: koli¢ina in vrsta glinenih mineralov ter Al, Fe in Mn oksidov, koncentracija kovinskega
iona in ostalih ionov v raztopini, vsebnost organske snovi, vodno-zracne razmere v tleh ter
pH in redoks potencial tal (Lestan, 2002). Kot sem ze omenila je pH talne raztopine zelo
pomemben degavnik, ki vpliva na topnost, mobilnost in sprgem TK v rastline. Z
narascanjem pH vrednosti talne raztopine pada topnost TK, oz. sprejem v rastline je vecji v
kidih tleh kot v akalnih ali karbonatnih tleh (Adriano, 1986).

Pedoloske lastnosti tal moc¢no vplivajo tudi na obstojnost Skodljivih snovi v talnem profilu.
Tla z vi§imi odstotki glinenih mineralov imajo vi§o poljsko kapaciteto in bolje zadrzujeo
vodo in onesnazila (Levy in sod., 1992). Vet kot je v tleh peska, manjsa je poljska
kapaciteta in manjsa je sposobnost tal za zadrzevanje onesnazil. Tla imgjo veliko samo-
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ocikevalno sposobnost. Zaradi mo¢ne vezave kovin na talne delce (koloide), se le te
naenkrat ne morejo sprostiti v okolje v vegjih koncentracijah.

Kot primer navaiam Pb, ki je zelo netopen in med TK v tleh ngimanj mobilen. Bioloska
dostopnost Pb je predvsem odvisna od njegove mineralne oblike in velikosti talnih delcev,
na katere je Pb vezan, od pH tal, deleza organske snovi in deleza glinenih delcev v tleh
(Lestan, 1999). Pb se v tleh lahko nahga v cistih mineralnih oblikah kot so svincev sulfid
(PLS), svincev sulfat (PhSO,) ai svincev karbonat (PbCOs). Kot svinc¢ev sulfid se obi¢ano
nahaja v obmocjih kjer poteka metalurska predelava svinceve rude. Sulfatna in karbonatna
oblika nastaneta kot posledica obarjalnih reakcij v tleh. Sulfatne oblike je vec v kidih tleh,
karbonatne pa v bazi¢nih tleh. Pb v tleh ngjdemo tudi v fosfatni (PbPO,), kloridni (PbCly),
oksidni (PbO) in drugih oblikah, ki imajo razlicno topnost. Stevilne organske kisline ter
organska snov Vv tleh, tvorijo komplekse s Pb. Mn in Fe oksidi in Fe sulfati lahko tudi
vsebujejo Ph. Hitrost raztaplanja Pb in s tem bioloska dosegljivost Pb iz teh kompleksov je
odvisna od pH reakcije tal, redoks potenciala tal, kationske izmenjalne kapacitete in
drugih lastnosti tal. Raztapljanje je odvisno tudi od razmerja med povraino in volumnom in
s tem od velikosti delcev na katere je vezan Pb (Slika 2). Zaradi vezave Pb na glinene
minerale in organsko snov je Pb v tleh dabo mobilen in njegov vstop v rastlinska tkiva je
omejen (Oliver, 1997). V talni raztopini je Pb lahko v ionski obliki Pb®, pogosteje pa v
obliki kompleksnih ionskih zvrsti: Pb(OH)*, PbCI*, PoHCO;" ali Pb(CO3). Koncentracijski
prag skodljivosti Pb v tleh je tako odvisen od prevliadujocih oblik v kateri se nahaja Pb in
toksicnosti teh oblik.

Mineralne oblike:
Pby(PO);CI Pb fostati Feeo,)
v ero)

Velikost delcev:

Fe-Pb oksidi PbO

BIOLOSKA
DOSEGLJIVOST

Slika 3: Biolodka dosegljivost Pb je odvisna od mineralne oblike v kateri se nahaja v tleh, velikosti delcev in
strukturne vezave z drugimi minerali, glino in organsko snovjo tal. Te pojavne oblike so odvisne od
fizikalno-kemijskih lastnosti tal (Lestan, 1999).
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Na dliki 4 so prikazane glavne poti in proces v sistemu prehajanja TK v tla in iz njih v
rastlino.

ONESNAZENJE S TEZKIMI KOVINAM PREHRANJEVALNA
VERIGA

VEGETACIJA
¢ l A IZPIRANJE —

I VOLATILIZACIJA I ABSORBCIJA |

RAZTOPINA lat— | TRDNIDELCI

T T
L . i [l ] ] L
| ADSORPCIJA g2 UL
A = A
Z organskiml
F: 50T, rol =&
| PRETVORBA |

v

IZPIRAN.JE
\’ DRENAZNE VODE
IN REKE

Slika 4: Glavne poti in procesi kroZenja kovin v sistemu tla— talna voda — rastline.

2.2.1 Odpornost rastlin na tezke kovine

Rastline so razvile Stevilne mehanizme odpornosti na TK (Ross, 1994). V grobem jih
delimo na mehanizme, ki preprecujgo spregem in premestanje TK po rastlinah
(izkljucitveni mehanizem) in mehanizme, ki omogocajo neskodljivo akumulacijo TK v
nadzemnih delih rastlin.

Med izkljucitvene mehanizme Stejemo imobilizacijo kovin v celicni steni, selektivnost
plazmatske membrane, tvorbo kompleksnih spojin z organskimi in anorganskimi
spojinami, fenolnimi derivati in glikozidi ter kopi¢enje teh spojin v vakuolah koreninskih
celic. Rastline, ki so razvile ta tip odpornosti, rastgo na obmogjih s povecano vsebnostjo
kovin, nimajo pa povecane vsebnosti TK v nadzemnih delih.
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Neskodljivo akumulacijo TK v nadzemnih delih rastlin omogocajo:

@ encimi, katerih delovanje ni prizadeto v prisotnosti dolocene TK,

@ spreminjanje poti metabolnih procesov, s tem se rastlina izogne skodljivemu ucinku
TK,

@ vezava TK s posebnimi organskimi spojinami — fitokelatini.

Dolocene rastline iz rodov Thlaspi, Urtica, Chenopodium, Polygonum in Alyssum so
sposobne hiperakumulacije TK kot npr. Cd, Cu, Ni in Zn iz tal (Kos, 2004), vendar je
njihova biomasa navadno premahna, da bi bile te rastline primerne za ucinkovito
fitoekstrakcijo.

2.3 CISCENJE OZ. REMEDIACIJA ONESNAZENIH TAL

TK s0 v nasprotju z organskimi onesnazili nerazgradijive. Zato jih je potrebno z razlicnimi
metodami remediacije (¢isenja, izboljSevanja) tal iz njih odstraniti. Cikenje tal je drago in
dolgotraino in je po vecini odvisno od zn&cilnosti obmocja onesnazenja, lastnosti tal,

koncentracije ter vrste TK v tleh.

Glede na mesto, kjer se remediacijavrs, lo¢imo ta dva nacina (Bolton in Gorby, 1995):
in-situ cisenje, ki poteka na mestu onesnazenja,
ex-gitu, kjer se onesnazena tla ngjpre izkopljgjo 0z. prenesgjo iz prvotnega mesta

WM

onesnazenjain Sele nato dedi cistenje.

Glavna prednost tehnologije in-situ je predvsem manjs vpliv na ekosistem ter prece nizji
stroski ¢iscenja kot pri izkopavanju, vendar je cas cisenja ponavadi daljs. Pri ex-situ

tehnikah, pa so rezultat navadno popolno ocis¢ena, a mocno degradiranatla (Smith in sod.,
1996).

Glede na postopek, s katerim odstranimo onesnazila iz tal lo¢imo tri postopke:

@ fizikalno-kemijske (izpiranje tal, redukcija in oksidacija onesnazil, ekstrakcija v
obliki hlapov, dehalogenizacija ter solidifikacijain stabilizacija),

@ termiéne (termicno pospesena  ekstrakcija hlapov, vitrifikacija, nizko in
visokotemperaturna termi¢na desorpcija, incineracijain piroliza),

@ bioloske (uporaba mikroorganizmov, rastlin in encimov).

Fizikalno-kemijski postopki so se razvili za remediacijo manjSh povrSn moc¢no
onesnazenih tal, ki pa za remediacijo velikih povrSin onesnazenih kmetijskih tal
ekonomsko niso sprejemljivi. Pri raziskavah z nekaterimi rastlinami, so opazili pojav
nadpovprecnega sprejema TK v rastlinsko tkivo. Pri teh rastlinah so koncentracije TK v
rastlinskem tkivu dale¢ presegle koncentracije v tleh (Adriano, 1986). Med tehnikami
bioremediacije je postopek uporabe rastlin za odvzem TK iz tal, imenovan fitoekstrakcija
(fito-rastlina, extrakt-izvlecek) eden najbolj ucinkovitih, nezahtevnih in tudi najcengiSih za
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reSevanje problema onesnazenja in-situ. Pri metodi solidifikacije/stabilizacije se
imobilizirgjo TK v tleh z dodgjanjem in vmeSavanjem snovi kot so cement, apno, fosfati
(Kos, 2004).

Preglednica 2: Strodki razlicnih metod remediacije s TK onesnazenih tal (Mulligan in sod., 2001;
Cunningham in Berti, 1999)

M etoda remediacije Strozki ($ ha’)
Prekrivanje tal z asfaltom 160.000
Prekrivanje z neonesnazenimi tlemi 140.000

| zkop/stabilizacija tezkih kovin, deponiranje 1.500.000
Imobilizacija tezkih kovin in situ 60.000
Pranjetal 790.000
Fitoekstrakcija s hiperakumulatorskimi rastlinami 200-100.000
Z ligandi inducirana fitoekstrakcija 260.000

Pranje tal je ex situ metoda remediacije, ki vkljucuje uporabo kovinskih ligandov ali kidlin
v kombinaciji z ligandi, ki povecajo topnost in mobilnost TK v tleh. Ta metoda se je
izkazala za najucinkovitglSo pri cis¢enju onesnazenih pesenih tal (Mulligan in sod., 2001).
Vecina nastetih remediacijskih tehnik se izvaja, vendar so energetsko potratne in drage
(Preglednica 2). Poleg tega fizikalno-kemi¢na obdelava tal povzroca rusenje strukture tal in
zastrupljanje talnih organizmov ter s tem negativno vpliva na talne ekosisteme (Lasat,
2002).

2.3.1 Fitoremediacija

Fitoremediacija se nanaSa na razlicne tehnike, ki uporabljgjo naravne ai genetsko
spremenjene rastline v postopku ciscenja onesnazenih tal. Rastlinski sistemi in njihova
koreninsko-mikrobioloska skupnost duzijo za odstranitev, degradacijo ali stabilizacijo
okoljskih onesnazil (Flathman in Lanza, 1998). Fitoremediacijo uvrs¢amo med bioloske,
in-situ postopke in se uporablja za ¢is¢enje organskih in anorganskih onesnazil. Sprva so jo
uporabljali za cis¢enje odpadnih vod (umetna mokri&a), kasnge pa se je idga preneda

tudi na cienje tal (Cunningham in sod., 1995). Fitoremediacijske tehnologije lahko
opredelimo v dve glavni skupini (Wenzel in sod., 1999):

Prva zajema postopke, ki onesnazila v tleh le stabilizirgo, torg jih zadrzijo v tanem
profilu in jim preprecijo mobilnost:

@ Fitostabilizacija ali fitoimobilizacija, uporablja rastline, ki so sposobne
absorbirati vecje kolicine TK v svoje korenine, vendar jih pri tem ne odstranijo iz
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tal, ampak jih stabilizirgjo in zmanjSajo njihovo dostopnost v tleh ter preprecijo
vstop v podtalnico ter prehrambeno verigo.

@ Rizofiltracija je uporaba koreninskih delov rastlin na katere se absorbirgjo
onesnazila (predvsem TK in radionuklidi), iz voda in odplak.

V drugo skupino pristevamo postopke pri katerih nezelene snovi odstranimo iz talnega
profila (Flathman in Lanza, 1998).

@ Fitoekstrakcija temelji na uporabi rastlin, ki preko koreninskega sistema iz talne
raztopine ¢rpagjo TK injih vgradijo v svojo nadzemno biomaso.

@ Fitodegradacija je proces, ki izkoris¢a rastline z sposobnostjo spregjema in
razgradnje (lahko tudi mikrobioloske) Skodljivih snovi v tleh. Uporaba rastlin in z
njimi povezanih mikroorganizmov je primerna za razgradnjo organskih onesnazil.

@ Fitovolatilizacija je uporaba rastlin za biotransformacijo onesnazil v hlapne snovi
(Salt in sod., 1998).

2.3.2 Fitoekstrakcijatezkih kovin

Fitoekstrakcija je postopek s pomocjo katerega iz onesnazenih tal rastline c¢rpao
onesnazila, Se posebno TK in radionuklide in jih iz korenin trandocirgo v svoje nadzemne
dele. Fitoekstrakcija omogoca cisenje velikih povrSin nizko do srednje onesnazenih tal,
pri ¢emer se kakovost in rodovitnost tal ne podabSa, kot pri vecini fizikalno-kemijskih
metod. Fitoekstrakcija izkoris¢a izjemno sposobnost nekaterih rastlin, ki se imenujgo
hiperakumulatorske rastline, za ¢rpanje, trandokacijo in akumulacijo visokih koncentracij
toksi¢nih kovin iz talne raztopine v rastlinske nadzemne dele (Flathman in Lanza, 1998).
Dobre hiperakumulatorske rastline ng bi bile tolerantne na visoke vsebnosti TK v tleh,
na bi imele veliko sposobnost bioakumulacije TK v nadzemnih rastlinskih delih, ng bi
hitro rastle, tvorile veliko nadzemne biomase in imele globok koreninski sistem (Garbisu
in Alkorta, 2001). Vendar pa je za vecino hiperakumulatorskih rastlin znacilna majhna
biomasa in poc¢asna rast (Cunningham in sod., 1995), kar ima za posledico manjSo koli¢ino
ekstrahiranin TK in s tem nizjo uc¢inkovitost fitoekstrakcije. Hiperakumulatorske rastline
lahko v listih vsebujejo ves kot 0,1 % (1000 mg kg™) Ni, Co, Cu in Cr oz. ve kot 1 % Zn
(Raskin in sod., 1994). V naravi Se niso odkrili pravih hiperakumulatorjev za Pb. Mozna
razlaga je, da je Pb zaradi pretezne vezave na trdno fazo tal, organsko snov, okside in
glinene delce ter karbonate, rastlinam skorgl nedostopen (Ruby in sod., 1999). Rastline, ki
rastejo na onesnazenih tleh z visoko koncentracijo Pb, vsebujejo manj kot 50 mg g* Pb v
nadzemnem delu rastline (Cunningham in sod., 1995). Prvi znani hiperakumulatorji so
gpadali v druzini Brassicaceae in Fabaceae. Poskus v rastlinjaku z rastlino Brassica
juncea so pokazali, da je ta hitro rastoca rastlina z veliko biomaso sposobna akumulacije
vet kot 10.000 mg kg™* Pb (Blaylock in sod., 1997). V zadnjih letih se z raziskavami
obmocij bogatih s kovinami in tudi s poizkusi na kmetijskih rastlinah pospeSeno e nove
vrste s hiperakumulatorskimi lastnostmi (LeStan, 2000).
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Slika 5: Procesi, vkljuceni v postopek fitoekstrakcije onesnaZil iz tal (Cunningham in sod., 1995)

Potek fitoekstrakcije bi lahko opredelili v petih stopnjah (Cunningham in sod., 1995):

1. Na kontaminiranih tleh vzgojimo rastlino iz sadike ali semena z znanimi lastnostmi,
ki skozi svoj zivljenjski cikel iz tal ¢rpa hranilain z njimi kovinske ione.

2. Koncentracija kovinskih ionov, ki jih bo rastlina sprejela iz tal in akumulirala v
svojih tkivih, je odvisna od vrste rastline, dostopnosti kovin v tleh in ostalih talnih
in klimatskih dejavnikov.

3. Ko rastlina doseze primerno biomaso in je vsebnost kovin najvecjajo poberemo.

4. Pridelek lahko sezgemo, ai pa ga kot kontaminiran material prepeljemo na
deponijo. S posebnimi postopki lahko iz rastlin ponovno pridobijo ekonomsko
pomembne kovine (Lestan 2000).

Poznamo dve osnovni strategiji fitoekstrakcije (Salt in sod., 1998):

@ Kontinuirana fitoekstrakcija
@ Inducirana fitoekstrakcija

2.3.2.1 Kontinuirana fitoekstrakcija

To je postopek, pri katerem se uporabljgjo rastlinski hiperakumulatorji in navadno ni
¢asovno omejen, izkoris¢a le razpoloZljive fitoekstrakcijske sposobnosti rastlin, brez
dodgjanja snovi v tla. Dobre strani tega postopka so nizka cena, enostavnost postopka in
majhno ekolosko tveganje, dabe pa predvsem dolgotrgjnost postopkov in s tem daba
ucinkovitost (Huang, 1997), ter selektivnost hiperakumulatorskih rastlin za posamezne
elemente. Ker navadno rastline nimajo vseh za fitoekstrakcijo zelenih lastnosti se i¢ejo
nove hiperakumulatorske rastline, v zadnjih letih preucujgo tudi gensko spremenjene
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vrste. Razvoj teh je usmerjen predvsem v ¢im vecjo biomaso, hitro rast in ¢im vecji
sprejem kovin.

2.3.2.2 Induciranafitoekstrakcija

Inducirana fitoekstrakcija je proces, pri katerem z uporabo kelatnih ligandov povecamo
prenos TK iz tal v rastline. Ligandi povecujgo topnost in mobilnost TK v tleh in s tem
biodostopnost le teh rastlinam (Salt in sod., 1995) ter akumulacijo v nadzemne dele rastlin.
Dodatek ligandov v tla sprosti kovine v talno raztopino preko desorpcije iz talnih delcev,
raztapljanja Fe in Mn oksidov ter oborin. Uporaba ligandov pri fitoekstrakciji tako
omogoc¢a izrabo hitro rastocih rastlin z veliko biomaso in s tem skrgSanje trganja
remediacije tal. Hkrati pa se kovinsko-kelatni kompleks spirgjo v nizje plasti tal, kar
omejuje ucinkovitost in predstavlja veliko tveganje za okolje. Blaylock in sod. (1997) ter
Huang in Cunningham (1997) so ugotovili, da lahko z rastlino Brassica juncea z metodo
inducirane fitoekstrakcije v desetih letih na obmogjih, onesnazenih z ves kot 2500 mg kg™
Pb, odstranijo med 180 kg ha™ in 530 kg ha* Pb (Salt in sod., 1998).

2.3.2.3 Kédatni ligandi

Ligandi so koordinacijske spojine, ki z alkalijskimi kationi in kovinskimi ioni tvorijo
komplekse. Ligando so lahko enovezni (enostavni ioni) ai vecvezni, ki jih imenujemo tudi
kelatni ligandi (grsko: hele — rakove klese). Vecina kovinskih ionov reagira z donorji
prostih elektronskih parov, s katerimi tvorijo koordinacijske spojine ai kompleksne ione.
Donor ali ligand mora imeti vsaj en par prostih elektronov, ki so na voljo za tvorbo spojine
(Skoog in sod., 1988).

Ligande na osnovi aminopolikarboksilnih kidin uporabljgjo v mnogih industrijskih
panogah, kot so celulozna in papirna industrija, tekstilna, usnjarska, kovinska in Zzivilska
industrija, v proizvodnji foto materiala, pri izdelavi kozmetike in detergentov ter v
kmetijstvu (Schowanek in sod., 1997) kot dodatek gnojilom. Z njihovim dodaganjem v
gnojila se dosega vecja hioloska dosegljivost hranil v tleh. Uporabljgo pa se tudi za
vzdrzevanje topnosti mikroelementov v hidroponskih raztopinah. Pri razli¢nih industrijskih
procesih uporabljgjo ligande za preprecevanje tvorbe netopnih oborin kovinskih soli, ki jo
povzroca prisotnost prostih kovinskih ionov. Ligandi vezejo kovinske ione in zmanjSujejo
njihovo delovanje, skodljivost ter preprecujgo nezazelene reakcije. Poleg uporabe v
kmetijstvu in industriji so se ligandi izkazali za pomembne pri postopkih remediacije tal.
Ligandi v tleh vezejo kovine v kovinsko-kelatne komplekse, kar preprecuje obarjanje in
adsorpcijo kovin na talne delce in povecuje topnost kovin v tleh in s tem dostopnost le teh
rastlinam.

Showanek in sod. (1997) so ligande uvrstili v tri kategorije glede na vrednost stabilnostne
konstante (log K) kovinsko-kelatnih vezi: na Sbke, srednje in mo¢ne ligande. Mocni
ligandi imajo sorazmerno nizko afiniteto za Ca in Mg ione (nasprotno od Sibkih ligandov),
visoko afiniteto pa za Fe, Mn in TK kot so Pb, Cd, Co in Zn (Jaworska in sod., 1999),
vendar pa so na splosno biolosko zelo slabo razgradljivi. V talni raztopini s kovinskimi
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ioni  tvorijo izredno obstojne kovinsko-kelatne komplekse, ki so zaradi omejene
sposobnosti sprejema lahko izpostavijeni izpiranju skozi talni profil, kjer lahko ogrozijo
druge naravne vire (Jaworska in sod., 1999). Ti kelatno-kovinski kompleks preprecujego,
da bi se TK s sorpcijo oz. obarjanjem vezale na talne delce. Obenem prihgja tudi do
raztapljanja nekaterih kovinskih oksidov. Kovine so v obliki nastalega kompleksa za
razliko od vezave na tane delce, rastlinam dostopne in se lahko v rastlini akumulirgjo
(Raskin in sod., 1994).

Problem ligandov in njihovin kompleksov s tezkimi kovinami je njihova toksi¢énost in
daba razgradljivost. Etilen diamin tetraocetna kidina (EDTA), ki spada med mocne
ligande se je zaradi svoje pocasne razgradljivosti, zacela nabirati v evropskih povrainskih
vodah v koncentracijah od 10-50 ug I™. Pri remediaciji tal se ligandi dodajgjo v tla, zato je
njihova biorazgradljivost zelo pomembna. Zaradi tega se je za remediacijo tal zacel
uporabljati biolosko razgradljiv, nizko toksicen organski ligand [S,S] stereoizomera
etilendiamindijantarjeve kidine (EDDS), ki smo ga uporabili v nad raziskavi.
Biorazgradljivi ligandi so v okolju neobstojni in ne povzrocgo dodatnega onesnazevanja
tal. Edina biolosko razgradljiva in komercialno dostopna liganda, testirana pri metodah
remediacije tal, sta etlindiamin disukcinat (EDDS) in nitrilotriacetat (NTA) (Bucheli-
Witschel in Egli, 2001).

2.3.2.3.1 Etilen diamin disukcinat (EDDYS)

EDDS je nehlapna, v vodi dobro topna spojina (>1000 g I™%), ki ima dva kiralna ogljikova
atoma in tri mozne prostorske izomerne oblike ([R,R], [R,S/[SR], [S,S]) (dika 6), vendar
je le [S,S] izomera biolosko razgradljiva, ostale izomere pa se v okolju transformirgjo v
razlicne obstojne metabolite (Jaworska in sod., 1999). EDDS je strukturna izomera EDTA.
[S,S]-EDDS s kovinskimi ioni tvori kovinsko—kelatne komplekse. Jaworska in sod. pa
pise, da je [S,S]-EDDS, kot mocan ligand bolj toksicen za age, medtem ko je za ribe,
daphnio (obe ECso > 1000mg I™) in ostale nevretencarje skorgj netoksicen. EDDS je bil
prvi¢ izoliran kot metabolit talne aktinomicete Amycolatopsis orientalis (Nishikiori in sod.,
1984). Amycolatopsis orientalis proizvaja EDDS izklju¢no v biorazgradljivi obliki [S,S]
izomeri. Pred kratkim se je zacel EDDS uporabljati kot aktivna sestavina v proizvodnji
¢igtil. Dandanes, pa je edini komercialno dosegljiv ligand, ki je naravno prisoten v tleh,
kjer razpade na neSkodljive produkte (Bucheli-Witschel in Egli, 2001, Jaworska in sod.,
1999, Schowanek in sod., 1997), kot so N-(2-aminoetil) aspartanska kidina in CO..
Razgradnja je odvisna od vrste prostorske izomere. Po kriteriju OECD (Organizacija za
ekonomsko sodelovanje in razvoj) je kriterij za biorazgradljivost neke spojine 60%
mineralizacija v okolju v 28. dneh in razpolovilna doba 2,5 dni. Mineralizacija [S,S]-
EDDS presega 80% po 20. dneh vrednotenja po prilagojenem Sturm-ovem testu OECD
301B (Jaworska in sod., 1999, Schowanek in sod., 1997). EDDS ima moc¢no kemijsko
afiniteto za Pb (konstanta stabilnosti kompleksa, Log Ks = 12.7), vendar je vseeno manjsa
kot od EDTA (Log Ks = 17.8) (Bucheli-Witschel in Egli, 2001). EDDS ima najvecjo Ks za
Cu, dedijo Zn>Pb>Hg>Cd>Fe (Schowanek in sod., 1997). NajboljSo sposobnost vezave
ima pri pH 7. Bioloska razgradnja kelatno-kovinskega kompleksa pa je zelo odvisna od
tipa kovine in ni povezana s stabilnostno konstanto kelatnega kompleksa. Pb in Zn-EDDS
kompleks imao prakticno isto stabilnostno konstanto, ampak zelo razlicno
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biorazgradljivost. Kot je poroc¢a Vandevivere in sod. (2001) je kompleks Pb-EDDS veliko
bolj biorazgradljiv. Hitra in popolna razgradnja ter nizka toksicnost EDDS dovoljuje
okoljsko varngiSo inducirano fitoekstrakcijo, zato ji daje prednost pred EDTA in kelatnimi
ligandi, ki so odporni na biolosko in kemi¢no razgradnjo (Jones in Williams, 2001).

Slika 6 nazorno prikazuje strukturo EDDS, kjer sta vidna oba kiralna ogljikova atoma ter |-
aspartna kidina

OH

/
o= . 1
N e
HO HC—NH o
\ / \ /2
C—CHQ HEC—CHQ . CHE'C :
/ e / N
0 NH—CH OH
\
c—o0

Slika 6: Struktura EDDS, ki nam kaZe kiralna ogljikova atoma (z rdeco); obadva morata biti S; I-aspartna
kislina pa je obdana z zelenimi pikami (University of Bristol, School of Chemistry, 2007).
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Slika 7: Strukturne formule razli¢nih prostorskih izomer EDDS (Jaworskain sod., 1999)
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2.4 HIDROGELI

Hidrogeli so superabsorbentni (lahko vsebujgo ¢ez 99% vode) naravni ali sinteticni
tridimenzionalni polimeri, ki se uporabljajo za zadrzevanje vode in hranil v tleh. Polimeri
so makromolekule, zgrajene iz manjSih molekul ali tako imenovanih monomer. Stockosorb
hidrogel je krizno vezani kalijevo-amonijev  poliakrilamid/poliakrilat, kopolimer
akrilamida in akrilne kidline, ki absorbira v svoje mrezne prostore velike kolicine vode in v
njg raztopljena hranila, ni pa topen v vodi. Ta krizno vezani polimer privlaci vodo zaradi
svoje molekularne strukture in hidrofilne narave. Kolicina vode, ki jo poliakilamidni
polimeri lahko absorbirgo je 400 krat vecja kakor njihova masa. Ime hidrogel se je zacel
uporabljati zaradi videza in konsistence gela, ki jo dobijo suhi kristali ko absorbirgjo vodo
in nabreknejo.

Polimeri na osnovi kalija se zaradi sposobnosti za vsrkavanje velikih koli¢in tekocine in
kontroliranega sproXanjega le te s pridom uporabljgjo v kmetijstvu 0z. v vrtnarstvu.
Uporaba Stockosorba v kmetijstvu pomaga k zmanjSani uporabi vode, poveca ucinkovitost
gnojil, herbicidov in pesticidov, pripomore k povecanju kajivosti semen in s tem k
vecjemu pridelku, sa ohranja primerno vliaznost tal, zmanjSa zbitost tal ter spiranje
kemikalij saj zmanjSuje globoko pronicanje vode (American Soil Technologies, Inc. 800-
798-7645, internetna stran).

Aktivna snov vezana v hidrogel postane biolosko aktivna ko se iz hidrogela sprosti.
SproXanje aktivne snovi iz polimera poteka z difuzijo skozi gel ai s fizikanim in
kemi¢nim razpadom polimera, npr. s hidrolizo, biodegradacijo, toplotno degradacijo ipd.
Spro&tanje nadzorujejo degjavniki kot so: velikost hidrogelnih granul ai delcev, debelina
stene in struktura membrane oz. njena poroznost (Rudzinski in sod., 2002).

Hidrogeli se uporabljgjo tudi pri izdelavi higienskih produktov (plenice, sanitarne brisace
etc.), v zdravstvene namene (v spreih za celjenje manjSih opeklin in ran), v izdelavi
mehkih kontaktnih le¢ (silikonski hidrogeli, poliakrilamidi) etc.), za prsne vsadke ipd.

Za sintezo hidrogelov se uporabljgjo tudi naravni hidrofilni polimeri, kot so Skrob,
celuloza, lignin, smola akacije in mnogi drugi naravni biopolimeri (Rudzinski in sod.,
2002). V nasi raziskavi smo uporabili akrilamidni hidrogel Stockosorb.

Stockosorb je mrezni polimer sestavljen iz akrilne kidine (CH,=CHCOOH), delno
nevtralizirane z raztopino kalijevega hidroksida (KOH) in akrilamida (CH,=CHCONH>)
(dika 7) (Polyacrylates, 2007) Gostota poliakrilamidnega hidrogela je priblizno 1,5 g/cm®.
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Slika 8: Strukturna formula akrilamida in poliakrilamida (Polyacrylates, 2007)

V suhem stanju je v obliki granulata, v stiku z vodo pa nabrekne in se spremeni v gel (diki
9 in 10). 1 g Stockosorba lahko vpije priblizno 300 ml vode. V vodi je netopen in ni

biolosko razgradljiv. Raziskave so pokazale, da Stockosorb ni toksicen za sesalce, zivali,
mikroorganizme in rastline.

Slika 9: Stockosorb v suhem stanju v obliki granul (Zaleznik, 2002).



Plestenjak S. Uporaba biolosko razgradljivega liganda in hidrogela pri inducirani fitoekstrakciji svinca. 19
Dipl. ddo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2007

Slika 10: Stockosorb hidrogel v nabreklem stanju po namakanju v vodi (Zaleznik, 2002).
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3 MATERIALI INMETODE DELA

3.1 LASTNOSTI TAL

V poskusu smo uporabili s tezkimi kovinami onesnazena tla, ki so bila pripeljana iz
Meziske doline, kjer je vcasih delovala topilnica svinceve rude. Tla so vsebovala Pb (1100
mg kg™). V preglednici 4 so navedene pomembneje pedolodke lastnosti teh tal.

Preglednica 3: Vsebnost Pb in nekatere osnovne pedoloske lastnosti tal, ki smo jih uporabili v poskusu.
Analize so predhodno opravili sodelavci CPVO.

Lastnosti zgornjega slgja tal (0-30 cm) v Meziski dolini
Teksturni razred PeXenailovica (P1)
pH (CaCly) 6,8
Organska snov (%) 52
Skupni dusik (%) 0,25
Pesek (%) 55,4
Grobi melj (%) 12,0
Fini melj (%) 18,9
Glina (%) 13,7
P (kot P,0Os) mg/100g tal 37,3
K (kot K,0O) mg/100g tal 9,2
Pb (mg kg™) 1100
Gostota tal (g cm™) 1,15

3.2 TESTNA RASTLINA IN GNOJENJE

Kot testno rastlino smo izbrali kitajski kapus (Brassica rapa L. var. pekinesis). Botani¢no
kitajski kapus uvrscamo:

Poddeblo Magnoliophytina (Angiospermae) — kritosemenke
Razred Rosopsida (Dicotyledoneae) — dvokali¢nice
Podrazred  Rosidaes. lat (Dilleniidae)

Red Capparaes (Rhoedales) - kaprovcevci

wn W W W
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§ Druzina Brassicaceae (Cruciferae) — kriznice

§ Rod Brassica — kapus

§ Vrsta Brassicarapal L.

§ Varieteta Brassicarapa L. var. pekinensis — kitajski kapus

Kitajski kapus ni hiperakumulatorska rastlina za Pb, vendar na splosno dobro sprejema TK.
Semena rastline kitajski kapus (sorta Nagaoka F1, z 90% Kkaljivostjo, proizvajaca
Semenarna Ljubljana) smo posgali v setvene ploXe, napolnjene s substratom. Po treh
tednih smo dobili zdrave, izenacene in kakovostne sadike, ki smo jih presadili v kolone.
Pred tem smo vsako kolono nagjprg zalili z 200 ml vode in nato z 200 ml hranilne
raztopine, ki smo jo pripravili s 100 mg N v obliki (NH4)2SO4 (amonijev sulfat) in 100 mg
K v obliki K»SO, (kalijev sulfat) nakg zra¢no suhih tal.

3.3 LIGAND

V poskusu smo uporahili biolosko razgradljivo izomero liganda etilendiamin disukcinat
([S,S]-EDDS) z molsko maso (M=292,243 g mol™) v obliki 34,2% raztopine v vodi.
Ligand smo dodali kolonam v enkratnem odmerku v raztopinah z deionizirano vodo v
koncentracijah 2,5 mmol kg™ tal, 5 mmol kg™ tal in 10 mmol kg™ tal.

3.4 ZASNOVA IN POSTAVITEV POSKUSA

Poskus je potekal v rastlinjaku Centra za Pedologijo in varstvo okolja na Biotehniski
fakulteti v Ljubljani. Zasnovan je bil kolonski poskus, kjer smo uporabili plasticne kolone.
Poskus smo zasnovai v obliki nakljuénin skupin v &tirih ponovitvah za vsako
koncentracijo EDDS ter kontrole brez dodatka EDDS. Poskusne kombinacije so bile:
kontrole, EDDS v koncentracijah 2,5, 5 in 10 mmol kg™ tal brez dodatka hidrogela,
dodatek EDDS v koncentracijah 0, 2,5, 5 in 10 mmol kg™ tal z dodatkom 0,1% hidrogela
ter EDDS v koncentracijah 0, 2,5, 5, in 10 mmol kg™ tal z dodatkom 0,2% hidrogela, tako
da smo na koncu imeli 48 kolon, katerih poskusna obravnavanja so hila izbrana z
nakljucnim izborom.

Posamezna kolona je bila sestavljena iz podstavka s petimi odprtinami za cevke ter dveh
PVC obrocev visine 10 cm in premera 15 cm, ki smo jih med seboj zlepili s silikonskim
gelom, spojni del pa zatesnili z gumijastim elasticnim trakom. Zatem smo na dno vsake
kolone polozili plasticno mrezico z 0,2 mm odprtinicami, ki je bila namenjena za
zadrzevanje talnih delcev. V odprtine na dnu vsake kolone smo namestili PV C cevke preko
katerih se je v plastenke z volumnom 1,5 | zbirala odcedna voda

Kolone smo napolnili do visine 18 cm s 4600 g zracno suhih tal, ki smo jih pre presgali
skozi 4 mm sito. V zgornji 8 cm sloj zemlje smo primeSali 0, 0,1% ali 0,2% hidrogela, da
bi z njim povecali sposobnost zadrzevaja vodne raztopine biolosko razgradljivega liganda
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v tleh. Tla v kolonah smo pred presaditvijo sadik zalili z 200 ml vode in 200 ml
pripravljene hranilne raztopine in jih pustili dva tedna, da se stabilizirgjo.

Tri tedne stare sadike testne rastline kitgjskega kapusa, smo presadili na sestavljene kolone.
Izbrali smo najlepse in najbolj izenacene sadike ter z zrebom za vsako sadiko naklju¢no
izbrali Stevilko kolone kamor smo jo presadili. 23. dan po sgenju v kolone, smo za
povecanje mobilnosti Pb, tlem dodali ligand EDDS, v koncentracijah 2,5, 5 in 10 mmol/kg
tal z 200 ml deionizirane vode. Rastline smo 28. dan po presaditvi v kolone porezali 1 cm
nad zemljo, jih dobro sprali z deionizirano vodo, jih dali v papirnate vrecke in susli v
suSilniku pri 30°C do popolne suhosti rastline oz. konstantne mase. Suhe vzorce rastlin
smo stehtali in jih zmleli v titanovem centrifugalnem mlinu. Mase stehtanih suhih vzorcev
rastlin so navedene v prilogi B. Tako pripravljene rastlinske vzorce smo uporabili v
postopku mikrovalovnega razklopa z dusikovo kidino.

Slika 11: Kolonski poskus v rastlinjaku CPVO na Biotehniski fakulteti. Vsetestne rastline so pred dodatkom
liganda EDDS.

Kolone brez rastlin smo zalivali dvakrat tedensko v odmerkih 200 ml vodovodne vode na
kolono in zaceli z izpiranjem Pb iz tal. Plastenke z odcedno vodo smo izpraznili dvakrat,
14. in 28. dan po dodatku liganda. Odcedne vode smo filtrirali skozi filter papir Whatman
No.1 ter jih shranili pri 4°C za nadaljne andlize tezkih kovin, izpranih iz tal. Volumi
odcednih vod so navedeni v prilogi A. Po kon¢anem poskusu smo kolone razdrli in
volumne tal v posameznih obrocih vzor¢ili in analizirali na vsebnost kovin.
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3.5 ANALITSKE METODE

3.5.1 Analizasvincav tleh —kiglinski razklop

Za analizo koncentracij Pb v talnih vzorcih smo najprej vzorce tal zmleli v ahatnem mlinu
(10 min) in nato presgali skozi sito z odprtinicami 150 um. V reakcijsko posodo za
razklop smo zatehtali 3 g vzorca, ga navlazili z 1 ml vode, mu med meSanjem dodali 2 ml
solne kisline (HCI) in po kapljicah 7 ml dusikove kidine (65% HNOs). Vzorec smo nato
pustili stati 16 ur pri sobni temperaturi. Ko je pretekel ¢as smo vzorec 2 uri postopoma
segrevali v posodi s povratnim hladilnikom in ga nato ohladili. S tem smo preprecili izgube
v obliki hlapov. Ohlgjeno vsebino posode smo nato prefiltrirali v 100 ml bucko in jo do
oznake razredcili z deionizirano vodo. V ekstraktu smo izmerili Pb z metodo FAAS -
plamensko  atomsko  absorpcijsko  spektrofotometrijo  (atomski  absorpcijski
spektrofotometer 1100 B).

3.5.2 Analiza svincav rastlinah — kislinski razklop

Zatehtali smo priblizno 0,3 g zmletega, zracno suhega rastlinskega vzorca, ga razredcili z 2
ml deionizirane vode in mu med meSanjem dodali Se 2 ml dusikove kidine (65% HNOg).
Vzorce smo razkrojili v mikrovalovni pecici MDS-2000, CEM (s frekvenco mikrovalov
2450 MHz in nastavitvijo mikrovalovne moc¢i 0-630 W). Vzorce smo nato ohladili do
sobne temperature ter jih z deionizirano vodo razredcili do 25 ml. Vsebnost Pb v razklopu
so dolocili sodelavei CPVO z metodo plamenske atomske absorpcijske spektrofotometrije
(FAAS).

3.5.3 Analiza svinca v odcednih vodah

Pred analizo smo izmerili volumen odcednih vod (priloga A) in jih prefiltrirali s pomocjo
vakumske c¢rpalke skozi filter papir Whatman &t. 1. Vsebnost Pb v odcednih vodah smo
dolocali direktno z ICP — atomsko emisijsko spektrometrijo (Perkin-Elmer 1100 B Atomic
Absorption Spectrophotometer). Za vsak vzorec vode sta se izvedli dve meritvi tezkih
kovin. Analizo so izvedli sodelavci CPVO. Kontrola anaditskih postopkov je hila
zagotovljena s depimi vrednostmi in standardnim referenénim materidlom (BCR 60 in
BCR 141R, Community Bureau of Reference).

354 Satistiéna analiza

Podatke meritev in kemijskih analiz smo statisticno obdelali. Da bi lahko izvedli analizo
variance, smo naredili 4 ponovitve za vsako poskusno kombinacijo. Statisticno znacilne
razlike med obravnavai smo ugotavljali po metodi analize variance (ANOVA) in Tukey-
evega testa mnogoterih primerjav. Upostevali smo 5% tveganje (P=0,05).
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA

4.1 RAST IN RAZVOJRASTLIN

Rastline so v kolonah prve tri tedne pred dodatkom liganda rastle hitro in izenaceno. Po
dodatku razlicnih koncentracij ligandov pa so se pojavile razlike v izgledu med rastlinami.
Na rastlinah v kolonah, katerim smo dodali ngjvi§o koncentracijo liganda, 10 mmol kg™
EDDS, s0 se pojavili vizuani simptomi toksi¢nosti. Skorg v celoti so se zacele susti in
njihovi zunanji listi so ¢isto odmrli. Ucinki liganda pa so bili mo¢neje razvidni tudi pri
nizjih koncentracijah, s so se po neka dneh po dodatku 5 mmol kg EDDS sprva
pojavile kloroze oz. svetle lise nato pa so se listi tudi zaceli susiti, vendar v blazji obliki.
Rastline, katerim smo dodai 2,5 mmol kg EDDS niso kazale vidnegj&h sprememb na
zelenih delih glede na kontrolo. Slika 12 prikazuje ucinke razlicnih koncentracij ligandov
natestno rastlino kitajski kapus.

O maslhg = 2,5 mmol/kg
Els Enns

Slika 12: U¢inek razli¢nih koncentracij odmerkov EDDS na kitgjski kapus. Od leve proti desni kontrola (brez
dodatka liganda), 2,5 mmol, 5 mmol in 10 mmol kg™*.
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Slika 13: Odmiranje listov testne kastline, kateri smo dodali 10 mmol kg™ EDDS.

4.2 MODIFKACIJA SORPTIVNE KAPACITETE TAL ZAVODO Z
DODATKOM HIDROGELA

Kot smo ze omenili so hidrogeli zelo uporabni v kmetijstvu in hortikulturi saj povecujejo
kapaciteto za zadrzevnje vode, zmanjSujgo globoko pronicanje vode in minimizirajo
izgube vodne raztopine z izpiranjem. Poljska kapaciteta tal za vodo (zmoznost tal da
zadrzijo gravitacijsko vodo) smo povecali iz zacetnih 24,6% do 28,5% in nenazadnje do
31,3% vlage v tleh, ki smo jim dodali 0,1% in 0,2% (w/w) hidrogela. Dodatek hidrogela
tlem zvisa tudi to¢ko venga, to je kolicino vode dostopne rastlinam. Al-Darby (1996) ter
Huttermann in sod. (1999) so porocali, da se zadrzevanje vode v tleh povecuje
eksponencialno  z visanjem koncentracij hidrogela. Nas rezultati kazgo manjso
ucinkovitost hidrogelnega nosilca, ngjverjetngje zato, ker so imela tla uporabljena v naSem
poskusu naravno Vvisoko kapaciteto za zadrzevanje vode. Po opisu proizvagaca hidrogela,
je maksimalna absorpcijska kapaciteta hidrogela za destilirano vodo veliko vi§a kot pa za
raztopine. Zaradi tega so na CPVO testirali hidrogelsko sorpcijsko kapaciteto za razlicne
koncentracije raztopin z ligandi. Ti testi so razkrili, da povecane koncentracije raztopin z
ligandi, pomembno zmanjSajo sorptivno kapaciteto hidrogelov.
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4.3 VSEBNOST SVINCA V ZELENIH DELIH TESTNE RASTLINE

Analiza s kidinskim razklopom posuSenega in zmletega rastlinskega tkiva je pokazaa, da
dodatek biorazgradljivega liganda EDDS v tla poveca dostopnost in vnos Pb v zelene dele
kitajskega kapusa (preglednica 4). Kot smo pricakovali smo najvecji ucinek akumulacije
Pb v zelene dele rastline dosegli z najvi§im odmerkom 10 mmol kg™® EDDS. Dosegli smo
tudi 50,1-krat vecji vnos Pb v testno rastljino, kot pri kontroli. Pri obeh manjSih odmerkih
liganda, 5 in 2,5 mmol kg™ EDDS, se je koncentracija Pb v zelenih delih rastline povetala
bistveno manj, vendar je bila pri obeh skorg enaka (dika 14). To je v nasprotju z rezultati,
ki so jih pridobili Blaylock in sod. (1997), ki porocao, da je vnos Pb v rastline linearno
naras¢a s koncentracijo liganda

Najvetja koncentracija Pb v rastlinskih vzorcih je bila skorg 260 mg kg*, kar pa je
polovico manj kot pri obravnavanjin z EDTA, ko je koncentracija dosegla skorgj 500 mg
kg™ suhe biomase rastline (Kos in Le&tan, 2003). Manj&a uginkovitost fitoekstrakcije Pb z
[S,S]- EDDS, primerjalno z EDTA bi bilalahko posledica biorazgradljivosti EDDS.

0,1% in 0,2% dodatka hidrogela tlem ni imelo nobenega statisticno znacilnega vpliva na
vnos Pb v rastlino v obravnavanjih z 2,5 in 5 mmol kg® EDDS. V obravnavanjih z 10
mmol kg™ EDDS je koncentracija Pb v rastlinski biomasi upadala z naras¢anjem koligine
hidrogela (slika 14). Koncentracije Pb v rastlinskih tkivih v obravnavanjih brez dodanega
hidrogela, so bile statististicno znatno vi§e kot v obravnavanjih, kjer smo dodali kolonam
0,2% hidrogela. Verjetno je hidrogel v tleh vsrkal del raztopine z ligandom in zmanjSal
kolicino liganda prostega za mobilizacijo Pb. V prilogi B so za vsako kolono razvidne
vsebnosti Pb vneSenega iz tal v rastlinsko biomaso.

V vseh obravnavanjih, kjer smo dodali 10 mmol kg* EDDS, so se pojavili na rastlinskih
listih vizualni smptomi, kot so kloroze, susenje zunanjih listov, itd. Toksi¢ni ucinek je bil
veliko manj izrazit pri obravnavanjih z nizjimi kolicinami liganda.
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Preglednica 4: Povprecja koncentracij Pb in delez Pb v listih kitajskega zelja. Rezultate podajamo kot
povpregje &irih ponovitev + standardna deviacija (P=0.05).

Koncentracijaliganda | Hidroge (%) | Pbv listih (mg kg™ Pb (%)
0 5,16+2,57 <0,002
Kontrola 0,1 4,11+0,71 <0,002
0,2 3,97+1,04 <0,002
0 50,16+7,98 0,010+0,002
EDDS 2,5 mmol kg ™ 0,1 56,14+4,83 0,012+0,001
0,2 48,71+9,89 0,010+0,002
0 82,32+18,26 0,017+0,005
EDDS 5 mmol kg ™ 0,1 66,28+13,65 0,013+0,003
0,2 69,80+7,22 0,015+0,001
0 258,65+45,99 0,051+0,009
EDDS 10 mmol kg ™ 0,1 181,82+30,33 0,037+0,006
0,2 157,9848,70 0,034+0,004
3301 gow hidrogel b
300 4 ©0.1% hidrogel
m 0.2% hidrogel
. 250 A
A a
g
- 200 + a
£ 150
o]
o a
100 - a a
a a a
0 =
0 2,5 5 10

koncentracija EDDS (mmol kg™)

Slika 14: Koncentracije Pb akumuliranega v nadzemnih rastlinskih tkivih kitajskega kapusa, kot odziv na
dodajanje 0, 2,5, 5 in 10 mmol kg™ [S,S]-EDDS. Tlem smo dodali 0, 0,1 in 0,2% (w/w) poliakrilamidnega
hidrogela. Rezultate podajamo kot povpregje tirih ponovitev + standardna deviacija. ain b pa predstavljata
statisticno znagilne razlike glede na Tukey-ev test (P = 0.05).
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4.4 DINAMIKA IZPIRANJA SVINCA V IZCEDNIH VODAH

Poleg akumulacije Pb v testni rastlini smo merili tudi koli¢ine Pb, spranega z odcednimi
vodami. Izprani Pb je bil v kontrolah (brez dodatka ligandov) ter v obravnavanjih, kjer smo
v tla dodali najnizjo koncentracijo liganda 2,5 mmol EDDS kg™, s hidrogelom oz. brez
njega, pod mejo detekcije indtrumentna (<0,3 mg I™"). Pb je osta vezan na talne koloide in
na hidrogel, zato pri kolonah s kontrolnimi obravnavanji ter pri dodatku nanizje
koncentracije EDDS ni prido do njegovega izpiranja (sika 15). V obravnavanjin s 5 mmol
EDDS kg”, se je izpralo le nekaj Pb, najvec med prvima dvema tednoma po dodatku
liganda. Kot je razvidno iz priloge C, so koncentracije Pb v izcednih vodah 4 tedne po
dodatku liganda postopoma upadale, vendar pa je bil pri koncentraciji 10 mmol EDDS kg™
in 0,2% dodanega hidrogela zabelezen mocan porast v prisotnosti Pb v izcednih vodah.
|zpiranje Pb iz kolon s 5 mmol EDDS kg in 0,2% hidrogela je bilo statisti¢no znacilno
manjSe, kot pri tleh z isto koncentracijo EDDS, katerim nismo dodali ni¢ hidrogela
(preglednica 5). V tleh z dodatkom hidrogela se je izpralo le 0,2% zacetnega skupnega Pb.
Mahno izpiranje Pb pri teh obravnavanjin je po vsg verjetnosti povezano z
biorazgradljivostjo liganda EDDS. Ko se ioni Pb sprostijo iz kelatno-kovinskega
kompleksa, se lahko trdno vezejo na talne delce in tako niso ved podvrzeni izpiranju.
Povecana sorptivna kapaciteta tal za vodo ob dodatku hidrogela tlom po vsg verjetnosti
povzroc¢a daljSe zadrzevanje raztopine EDDS v tleh in tako Se podaljsa ¢as za razgradnjo.

Izpiranje Pb iz kolon s koncentracijami 10 mmol EDDS kg™ je bilo veliko vegje kot pri
obravnavanjin z manjSmi koncentracijami liganda. Ucinek dodatka hidrogela je bil
nasproten kot pri obravnavanjih z nizjimi dodatki liganda. Dodatki hidrogela so povecali
izpiranje Pb (preglednica 6, dika 15). Najvi§a izmerjena koncentracija izpranega Pb je bila
pri obravnavanju z 10 mmol EDDS kg in dodatkom 0,2% hidrogela, kjer se je po &irih
tednih izpralo kar 44% vsega Pb. Domnevamo, da bi lahko bile vecje koncentracije EDDS
toksi¢cne za talne mikroorganizme. Na ta natin bi prido do manjSe mikrobioloske
razgradnje liganda in njegovih kompleksov s TK. V tleh z dodatkom hidrogela se je vecina
Pb sprogtila in sprala v zadnjih dveh tednih po dodatku ligandov, medtem ko se je v tleh
brez dodatka hidrogelov, vecina Pb sprala v prvih dveh tednih (preglednica 6).

V obravnavanjih z 10 mmol EDDS kg™ in dodatkom hidrogela se je vnos Pb v rastlino
zmanjSal (dika 15), medtem ko je isto obravnavanje vodilo do vigih koli¢in sproscenegain
biododstopnega Pb ter njegovega povecanega izpiranja. Mozna razlaga tega rezultata je, da
se je del raztopine EDDS-a zadrzal s hidrogelom in ni bil dostopen za mobilizacijo Pb med
fitoekstrakcijskim procesom, ampak je bil sproscen po zetvi rastlin.
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Preglednica 5: Povprecne mase izpranega svinca po prvih dveh tednih in ¢etrti teden po dodatku liganda,
skupna masa svinca ter masa preostalega svinca v koloni. Rezultate podajamo kot povpregje &irih ponovitev
+ standardna deviacij.

koncentracija EDDS (mmol kg™)

Obravnavanje Povprecna masa izpranega Pb (mg) Skupna Pb v koloni
EDDS (mmol | Hidroge 2 teden 4. teden m(ﬁ;jb (mg)
kg™) (%)
0 0,08+0,06 0,00+0,00 0 5060
Kontrola 0,1 0,00+0,00 0,02+0,05 0 5060
0,2 0,10+0,15 0,04+0,07 0 5060
0 0,14+0,11 0,00+0,00 0 5060
25 0,1 0,07+0,03 0,02+0,01 0 5060
0,2 0,07+0,08 0,01+0,00 0 5060
0 60,06+51,32 0,75+0,50 61 4999
5 0,1 38,33+23,25 1,12+0,79 39 5021
0,2 8,86+6,99 1,65+1,48 11 5049
0 763,73£72,94 324,96+250,64 1089 3971
10 0,1 663,43+52,22 685,43+231,33 1349 3711
0,2 470,90+116,64 1764,03+478,02 2235 2825
60 1 0% hidrogel b
0 0.1% hidrogel
50 | m0.2% hidrogel
40 -
o]
Q30 -
X
20
10 +
a a & ab p
O e
0 2,5 5 10

Slika 15: Odstotek zacetnega skupnega izpranega Pb v prvih tirih tednih po dodatku liganda. Od leve proti
desni kontrola, 2,5, 5in 10 mmol kg™ [S,S]-EDDS. Tlem je bilo dodanega 0, 0,1 in 0,2% (w/w) hidrogela.
Rezultate predstavijamo kot povpregja &irih ponivitev + standardna deviacija. a in b pa predstavljata
statisticno razli¢na obravnavanja glede na Tukey-ev test (P=0.05).
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Preglednica 6: Odstotki skupnegaizpranega svinca po prvih dveh tednih in ¢etrti teden po dodatku ligandater
totalni deleZ izpranega svinca. Rezultate podajamo kot povpregje &tirih ponovitev = standardna deviacija.

% izpranega Pb
Konc. liganda hl?grdatgka
(mmol kg™ tal) (0(/)3
2. teden 4. teden Skupaj
0 NZ NZ NZ
Kontrola 0,1 NZ NZ NZ
EDDS 0 NZ NZ NZ
(2,5 mmol kg™) 0,2 NZ NZ NZ
EDDS 0 1,19+1,01 0,01+0,01 1,20+1,02
B 01 0,79+0,46 0,02£0,02 0,78£0,46
(5 mmol kg™) 0,2 0,18+0,14 0,03+0,03 0,21+0,13
EDDS 0 15,09+1,44 6,42+4,95 21,52+6,13
. 01 13,11+1,03 13,55£4,57 26,66£5,25
(10 mmol kg™) 0,2 9,31+2,31 34,86+9,45 44,17+7,92

NZ ni zaznano
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5 SKLEPI

Rezultati naSega poskusa so pokazali, da dodatek najvige koncentracije (10 mmol kg™)
biorazgradljivega liganda EDDS brez dodatka hidrogela, poveca ngjvec vnos Pb v rastlino.
Vendar pa velike kolicine izpranega Pb pri obravnavanjih z 10 mmol kg EDDS in 0,2%
hidrogela po &tirih tednih po dodatku liganda pomenijo, da te obravnave oz. koncentracije
niso primerne za okoljsko varno fitoekstrakcijo. Dodatek nagjvecje koncentracije hidrogela
(0,2%) kolonam pri dodatku najvesje koncentracije liganda (10 mmol kg'), ni imelo
bistvene vloge, sg se je kapaciteta tal za zadrzevaje vode zelo podabsala ter se je s tem
spralo vec Pb kot pa v kolonah, kjer nismo dodali hidrogela. Izpiranje Pb iz tal, katerim
smo dodali niZje koncentracije EDDS (5 mmol kg?), je bilo zelo mghno in je celo
upadalo, ko smo kapaciteto tal za vodo izboljsali z dodatkom akrilamidnega hidrogela.

Majhen fitoekstrakcijski potencial rastlin je eden izmed osnovnih problemov pri
fitoekstrakciji Pb. V nedavnih raziskavah so odkrili, da vnos genov za peptide oz. majhne
proteine, ki vezgjo TK, lahko poveca trandokacijo in akumulacijo Cd v nadzemnih delih
rastline tobaka (Nicotiana tabacum) (K&renlampi in sod., 2000). Razvoj transgenih rastlin
z veliko biomaso in zviSanim potencialom za hiperakumulacijo Pb je zato bistven za Se
bolj ucinkovito in uspesno inducirano fitoekstrakcijo z biorazgradljivimi ligandi.

NaSa raziskava da dutiti, da je uporaba biorazgradljivega liganda v kombinaciji z
izboljSanjem bioloskih in fizikalno-kemijskih lastnosti tal, lahko odlocilnega pomena za
kelatno kinetiko razgragevanja in potemtakem tudi za izpiranje kelatno-kovinskega
kompleksa skozi talni profil, ter za razvoj inovativnih tehnik uporabe ligandov oz.
kontroliranega dodajanja ligandov. To bi lahko vodilo k okoljsko varni z ligandi povecani
fitoekstrakcijski tehnologiji. NaSa rasiskava nam da vedeti, da uporaba sinteticnih
akrilamidnih hidrogelov kot izboljSevalcev lastnosti tal ni bila najbolj uspedna in je zato
potrebno nadaljno raziskovanje v smeri preprecevanja izpiranja svinca (npr. uporaba
aktivnih permeabilnih horizontalnih pregrad) v nizje plasti tal in podtalnico.
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6 POVZETEK

Svinec pristevamo med TK. V tleh je naravno prisoten, vendar pa je njegova koncentracija
v tleh pogosto povecana zaradi antropogenega onesnazevanja. Taka tla je potrebno zaradi
nevarnosti, ki jo predstavljgjo za zdravje ljudi, zivai in rastlin, narediti okolju neSkodljiva
Se posebno nevarnost predstavljagjo TK ob ponavljgjocih vnosih nizkih koncentracij, ki naj
bi bile organizmu neskodljive. Ker pa se TK v organizmu kopicijo, lahko njihov
dolgotrajen vnos privede do zastrupitev. V telo vstopajo preko hrane, ingestije onesnazenih
ta in vdihavanjem prasnih talnih delcev. V visokih koncentracijah TK povzrocgo
deaktivacijo encimov, blokirgjo funkcionalne skupine biolosko pomembnih molekul,
poskodujegjo biomembrane, lahko zamenjgjo druge za organizem potrebne kovinske ione
ali povzrocijo spremembo strukture bioloskih molekul.

Ena izmed najvecjih omgjitev fitoekstrakcije je premajhna topnost in mobilnost TK v tleh
ter podedicno premajhen sprejem le teh v rastline. Velik problem za fitoekstrakcijo je Pb,
ki je v tleh mo¢no vezan na organsko snov in glinene delce ter minerale, zaradi cesar je
njegova biodostopnost majhna. Do danes za Pb ne poznamo hiperakumulatorske rastline.
Fitoekstrakcija Pb je tako mozna le z inducirano fitoekstrakcijo, ki je ob uporabi liganda
lahko ucinkovita. Uc¢inkovitost je odvisna predvsem od biomase uporabljene rastline in
uspesnosti mobilizacije Pb s pomocjo ligandov.

Cilj diplomske naloge je bhil ovrednotili vpliv biolosko razgradljivega liganda ([S,S]
EDDS) in vnosa akrilamidnega hidrogela v tla na izpiranje Pb iz tal ter sprgem v
nadzemne dele testne rastline. V eksperimentalnem delu smo s Pb onesnazenim tlom (1100
mg kg?) iz MeZigke doline, dodali razli¢ne koncentracije raztopin EDDS ter hidrogela, ter
merili u¢inkovitost akumulacije v nadzemne dele testne rastline kitajski kapus (Brassica
rapa L. var. pekinesis), ter izpiranje Pb iz kolon. EDDS je tvoril s Pb kompleks
(koordinacijsko spojino), ki je v vodi topen in tako prevedel Pb iz trdne v tekoco fazo tal.
Tako mobiliziran Pb je dostopen rastlinam, ki ga lahko akumulirgjo. Na ta nacin smo
odstranili le manjs del Pbiz tal. Ostali Pb se je premestil po talnem profilu navzdol.

|z rezultatov analiz zelenih delov rastlin in odcednih voda smo ugotovili, da je imel
dodatek najvecjega odmerka 10 mmol EDDS, navecji ucinek na akumulacijo oz. na
izpiranje Pb. Rastline, katerim smo dodali nagjvecjo koncentracijo 10 mmol EDDS in ni¢
hidrogela, so v svojih zelenih delih akumulirale ngjvec Pb, skorg 260 mg Pb na kg suhe
snovi. Ucinek dodatka hidrogela je bil nasproten pricakovanemu sgj je bilo izpiranje Pb iz
kolon s koncentracijami 10 mmol EDDS kg* veliko vegje kot pri obravnavanjin z
manjSimi koncentracijami liganda. Dodatki hidrogela so povecali izpiranje Pb. Naviga
izmerjena koncentracija izpranega Pb je bila pri obravnavanju z 10 mmol EDDS kg in
dodatkom 0,2% hidrogela, kjer se je po stirih tednihizpralo kar 44% vsega Pb.

Tretje hipoteza, kjer smo predvideli, da z dodatkom akrilamidnega hidrogela tlem, lahko
dosezemo pocasngSe sproscanje EDDS, kar ngj bi omegilo spiranje Pb iz tal in ga obenem
naredilo bolj dostopnega rastlinam se torg ni uresnicila, sg se je ob dodatku 0,2%
hidrogelaizpralo najvec Pb.
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Priloga A

Volumi odcednih vod, ki smo jih zbirali v 1,5 | plastenke po dveh tednih in po &tirih tednih
po dodatku liganda EDDS

Varianta St.kolone Volumen odcednih vod [L]
Hidrogel % EDDS (mmol/kg) 2. teden 4. teden

9 0,490 0,300

0 0 13 0,780 0,225
22 0,505 0,235

45 0,325 0,180

2 0,320 0,345

0,1 0 37 0,480 0,065
40 0,385 0,250

47 0,305 0,125

16 0,280 0,235

0,2 0 36 0,350 0,060
43 0,320 0,070

46 0,575 0,235

4 0,500 0,330

0 25 12 0,595 0,325
18 0,550 0,140

35 0,535 0,170

17 0,275 0,135

0,1 25 19 0,340 0,230
20 0,275 0,135

438 0,255 0,090

3 0,545 0,415

0,2 25 28 0,325 0,055
29 0,350 0,150

30 0,390 0,100

15 0,690 0,365

0 5 38 0,690 0,120
41 0,480 0,135

44 0,505 0,130

11 0,405 0,385

0,1 5 14 0,580 0,395
32 0,490 0,140

33 0,385 0,155

1 0,210 0,280

0,2 5 27 0,210 0,230
31 0,290 0,145

42 0,220 0,165

6 0,760 0,490

0 10 7 0,795 0,400
23 0,830 0,300

34 0,815 0,160

5 0,645 0,485

0,1 10 25 0,540 0,180
26 0,580 0,220

39 0,675 0,235

8 0,350 0,400

0,2 10 10 0,360 0,430
21 0,510 0,350

24 0,330 0,340
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PrilogaB
Masa zracno suhe, zelene snovi rastlin ter vsebnost svinca (mg) v nadzemnih delih
kitajskega kapusa
Varianta St.kolone M asa suhe snovi Masa Pb v rastlini
Hidrogel % EDDS (mmol/kg) [a] [mg]

9 11,81 0,026

0 0 13 10,21 0,052
22 10,9 0,054

45 9,67 0,082

2 12,62 0,051

0,1 0 37 12,66 0,045
40 13,37 0,069

47 12,66 0,047

16 12,87 0,050

0,2 0 36 9,72 0,025
43 12,03 0,057

46 12,86 0,061

4 10,07 0,418

0 2,5 12 10,32 0,597
18 10,13 0,460

35 10,18 0,569

17 11,18 0,564

0,1 2,5 19 10,54 0,592
20 11,54 0,719

48 10,86 0,605

3 11,12 0,561

0,2 2,5 28 10,93 0,378
29 10,98 0,631

30 9,37 0,491

15 9,47 0,673

0 5 33 10,92 1,193
41 10,02 0,781

a4 10,68 0,758

11 10,51 0,539

0,1 5 14 9,33 0,560
32 10,75 0,764

33 10,26 0,849

1 10,52 0,774

0,2 5 27 11,44 0,724
31 10,72 0,689

42 10,78 0,842

6 9,9 2,899

0 10 7 9,83 1,946
23 10,02 2,964

34 9,94 2,465

5 10,04 1,693

0,1 10 25 9,58 1,813
26 10,59 2,331

39 10,92 1,630

8 10,67 1,715

0,2 10 10 11,24 1,834
21 9,97 1,446

24 11,54 1,881
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PrilogaC

Mase izpranega svinca po posameznih kolonah, po prvih dveh tednih in ¢etrti teden po
dodatku liganda ter skupna masa izpranega svinca

Varianta St.kolone Masa izpranega Pb (mg) Skupna masaizpr.
Hidrogel % EDDS (mmol/kg) 2. teden 4. teden
9 0,095 0,000 0,09
0 0 13 0,155 0,000 0,16
22 0,049 0,000 0,05
45 0,008 0,000 0,01
2 0,000 0,094 0,09
01 0 37 0,000 0,000 0,00
40 0,000 0,000 0,00
47 0,000 0,000 0,00
16 0,000 0,143 0,14
0,2 0 36 0,104 0,003 0,11
43 0,312 0,000 0,31
46 0,000 0,000 0,00
4 0,019 0,000 0,02
0 25 12 0,145 0,000 0,14
18 0,092 0,000 0,09
35 0,286 0,000 0,29
17 0,085 0,024 0,11
0,1 25 19 0,104 0,030 0,13
20 0,051 0,013 0,06
48 0,047 0,018 0,07
3 0,193 0,007 0,20
0,2 25 28 0,033 0,014 0,05
29 0,036 0,018 0,05
30 0,030 0,011 0,04
15 129,375 1,358 130,73
0 5 38 67,620 0,463 68,08
41 28,080 0,957 29,04
44 15,150 0,239 15,39
11 22,478 2,017 24,49
01 5 14 72,500 1,351 73,85
32 33,320 0,990 34,31
33 25,025 0,121 25,15
1 4,620 3,842 8,46
0,2 5 27 11,025 1,185 12,21
31 17,690 0,963 18,65
42 2,090 0,602 2,69
6 805,600 482,160 1287,76
0 10 7 781,485 558,800 1340,29
23 811,740 257,100 1068,84
34 656,075 1,760 657,84
5 735,300 962,725 1698,03
0,1 10 25 622,620 789,660 1412,28
26 668,740 496,540 1165,28
39 627,075 492,795 1119,87
8 416,500 1616,000 2032,50
0,2 10 10 416,520 2379,190 2795,71
21 645,660 1233,750 1879,41
24 404,910 1827,160 2232,07




