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Proucevali smo uporabnost izogibalnega testa z dezevnikom vrste Eisenia fetida
Savigny za ugotavljanje strupenosti tezkih kovin v visoko onesnazenih tleh
Meziske doline pred in po remediaciji. Dolocili smo frakcionacijo kovin s
sekven¢no ekstrakcijo, mobilnost kovin (TCLP-test) in oralno biodosegljivost
kovin (PBET-test) v neremediranih in remediranih tleh. S spiranjem tal s Sestimi
razli¢nimi koncentracijami EDTA (2,5, 5, 10, 20, 40 in 4X40 mmol kg'l EDTA)
smo dosegli gradientno zmanjSanje vsebnosti Pb, Zn in Cd v tleh. Remediacija z
EDTA je bila uspe$na pri odstranjevanju Pb in Cd iz tal, kjer se je pri spiranju z
4X40 mmol kg' EDTA odstranilo 73 % Pb in 74 % Cd. Manj uspeina je bila
odstranitev Zn, kjer se je pri spiranju z 4X40 mmol kg EDTA skupno odstranilo
23 % Zn. Zn v tleh je bil prisoten predvsem v kemijsko nedostopnih frakcijah,
vezan na organsko snov in v frakciji preostanka, kar pojasnjuje njegovo majhno
odstranitev iz tal. Mobilnost Zn se je po remediaciji z 4X40 mmol kg' EDTA
zmanjSala za 88,2 %. Koncentracije mobilnega Cd in Pb v istem obravnavanju so
bile zmanjSane pod mejo detekcije. Po remediaciji tal smo proucevali izogibanje
epigeicne vrste dezevnika Eisenia fetida med kontrolnimi tlemi (tla sprana z 4X40
mmol kg'1 EDTA) in testnimi tlemi (neremedirana tla in remedirana tla z 2,5, 5, 10,
20, 40 mmol kg' EDTA). Pri¢akovali smo, da se bodo dezevniki izogibali testnim
tlom z ve¢jimi vsebnostmi teZkih kovin v primerjavi s kontrolnimi tlemi. Rezultati
so pokazali, da se dezevniki niso izogibali bolj onesnazenim tlom. Iz pridobljenih
rezultatov ne moremo potrditi primernost izogibalnega testa za ocenjevanje
uspesnosti remediacije tal.
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Avoidance test with epigeic earthworm species Eisenia fetida was studied in highly
contaminated soil before and after remediation. Fractionation (using sequental
extractions), mobility (Toxicity Characteristic Leaching Procedure, TCLP) and oral
bioavailability were assessed as measures of metal bioavailability in soil. After soil
leaching with different concentrations of EDTA (2.5, 5, 10, 20, 40 and 4X40 mmol
kg EDTA), Pb, Zn and Cd were gradually removed from the soil. Soil leaching of
highly contaminated soil with 4X40 mmol kg”' EDTA removed 73 %, 33 % and 74
% of Pb, Zn and Cd, respectively. Zn was mostly bound to the organic matter and
in the residual fraction, which are chemically less available fractions. That explains
its poor removal from the soil. Mobility of Zn after soil leaching with 4X40 mmol
kg EDTA decreased for 88.2 %. Concentrations of mobile Cd and Pb in the same
treatment decreased below the limit of quantification. Avoidance test between
control soil (soil leached with 4X40 mmol kg EDTA) and test soil (contaminated
soil and soil leached with 2.5, 5, 10, 20, 40 mmol kg'1 EDTA) showed no
avoidance. From our results we can not confirm the feasibility of using avoidance
test for assessing the effectiveness of soil remediation.
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in vitro

in vivo

kemoreceptor

kemotaksija

mehanoreceptor

tigmotaksija
zadrZevalna kapaciteta tal

zlatotopka

SLOVARCEK
vsrkati, vsesati; vpijati, vsrkovati

vezava atomov, ionov ali molekul na povrsino druge
snovi

izloCanje absorbiranih in adsorbiranih snovi

postopek, ki doloca obliko kemijske vezave tezkih
kovin na talne delce

latinski izraz za delo z nezivimi snovmi
latinski izraz za delo z zivimi organizmi

Cutilna celica ali organ, ki zaznava kemijske
draZljaje

odziv na kemicni draZljaj

cutnica za sprejem mehanskih drazljajev, kot so
dotik, pritisk, gravitacija itn.

taksija, pogojena z otipavanjem, tipanjem okolice
celotna koli¢ina vode, ki jo tla lahko zadrZijo in ki ne

steCe skozi tla

raztopina HCl in HNO; v razmerju 3:1
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1UVOD

1.1 POVOD

V tleh so anorganska onesnazila prisotna naravno in pa kot posledica ¢lovekove dejavnosti.
Naravna vsebnost kovin v tleh je odvisna predvsem od maticne podlage. V splosnem je
njihova vsebnost vecja v kamninah vulkanskega kot sedimentnega izvora. Poleg naravnega
pojavljanja kovin v tleh pa se z industrializacijo in urbanizacijo z razli¢nimi ¢lovekovimi
dejavnosti v biosfero vnasa vedno ve€ kovin (LeStan, 2002).

Mnogi viri poro¢ajo o mo¢no povisanih koncentracijah kovin v biosferi povsod po svetu
(Yanqun in sod., 2004; Archer in Caldwell, 2004; Vashegyi in sod., 2005). Onesnazenje tal
s tezkimi kovinami kot posledica industrializacije in moderne agronomske prakse
predstavlja velik problem, saj so tezke kovine v tleh tezko razgradljive in predstavljajo
dolgorocen negativen vpliv na okolje in zdravije.

V evropskem merilu je s teZkimi kovinami onesnaZenih nekaj milijonov ha kmetijskih
zemljis¢. V Sloveniji so tla razmeroma neonesnazena s tezkimi kovinami, vendar imamo
nekaj zariS¢, med njimi tudi s Pb, Zn in Cd obremenjena Meziska dolina (LeStan, 2002),
kjer gre za tockovno onesnaZevanje okolja, saj z oddaljenostjo od dimnikov onesnazenost
tal s kovinami Pb, Zn in Cd pada (Druskovic, 1981; Regvar in sod., 2006).

Onesnazenost tal s kovinami predstavlja globalni problem za okolje in [ljudi.
Kontaminirana tla je potrebno obravnavati drugace od nekontaminiranih, potrebna je
remediacija (LeStan, 2002).

Remediacija pomeni izboljSavo lastnosti degradiranih tal, predvsem tal, ki so onesnaZena.
Remediacijo s kovinami onesnazenih tal omogocajo tudi metode spiranje tal. Ena najbolj
obetavnih metod je spiranje s pomocjo kelatnih ligandov, kot je npr. etilendiamin
tetraocetna kislina (EDTA). Z njo obi¢ajno odstranimo le biodosegljive kovine,
bionedosegljive kovine pa le deloma, saj so kovine v tleh vezane na razli¢ne talne frakcije,
ki se razlikujejo v biodosegljivosti in so redko 100 % biodosegljive organizmom (Arnold
in sod., 2003, cit. po Udovi¢ in Lestan, 2008). EDTA odstrani kovine vezane na nesilikatne
frakcije tal (Ure, 1996). Kovine po remediaciji so kemijsko stabilne, biolosko nedosegljive
(Nowack in sod., 2006; Finzgar in LeStan, 2007; LeStan in sod., 2008).

DezZevniki zaznavajo ze majhne koncentracije onesnazil v tleh in se posledi¢no izogibajo
takSnim tlom (Salminen in Sulkava, 1996; Hund-Rinke in Wiechering, 2001; Hund-Rinke
in sod., 2003).
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1.2 NAMEN IN RAZISKOVALNA HIPOTEZA

Namen diplomske naloge je ugotoviti, ali se uspesnost remediacije tal s spiranjem z EDTA
lahko vrednoti z izogibalnim testom.

Zaradi padajoCega gradienta tezkih kovin v tleh po remediaciji s cedalje visjimi
koncentracijami EDTA pri¢akujemo izogibanje dezevnikov testnim tlom v prid
kontrolnim.
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2 PREGLED OBJAV

Nekatera onesnazila in njihove spojine so naravni del tal in posledica pedogenetskih
procesov, vendar se kemizacija okolja zaradi clovekove dejavnosti odraza v vecji pestrosti
in vi§ji vsebnosti kemikalij v tleh. Koncentracija onesnazil v zraku in vodah se zaradi
mesanja in razredCevanja zmanjSuje, medtem ko se v tleh Stevilna onesnazila akumulirajo.
Skodljivost nevarnih snovi v tleh za naravo in ljudi je odvisna od njihove toksiénosti,
fizikalno-kemijskih lastnosti in lastnosti tal (LeStan, 2002).

Strupene tezke kovine in drugi elementi v tleh ostajajo veCinoma vezani na trdno fazo tal.
Mocno onesnaZena tla so mrtva in izgubijo samooci$¢evalno sposobnost. Taka tla so
nevarna za okolje in jih je potrebno remedirati (ocistiti) (LeStan, 2002).

Remediacija je odvisna od zakonodaje, ki predpisuje dovoljene vrednosti onesnazil za tla
dolocene rabe ter od izbire metode, ki je odvisna od zahtevane stopnje ociSCenja tal
(Lestan, 2002).

2.1 REMEDIACIJA TAL Z LIGANDI

V grobem obstajata dva nafina remediacije onesnazenih tal, in sicer remediacija z
odstranitvijo onesnazil ter remediacija s stabilizacijo le-teh v tla (Rampley in Ogden,
1998). S stabilizacijo imobiliziramo onesnazila in tako zmanjSamo njihovo migracijo
(Reed in sod., 1996). Nepovratno imobilizacijo onesnazil v tla dosezemo z raznimi dodatki
tlom npr. cementa, apna in razli¢nih fosfatov (LeStan, 2002).

Eden izmed nacinov odstranitve onesnazil iz tal je metoda spiranja/ekstrakcije, ki obsega
separacijo toksicnih kovin z raztapljanjem kovin iz trdne faze tal v talno raztopino. Z
dodatkom kislin ali kelatnih ligandov (kelatov) v ekstrakcijsko raztopino povecamo
mobilnost kovin v tleh in s tem povecamo ucinkovitost njithovega spiranja iz tal (Peters,
1999; Lestan in sod., 2008). Kelati desorbirajo kovine iz trdne faze tal in z njimi tvorijo
vodotopen kovinsko-kelatni kompleks. Pri zmanjSevanju celokupne koncentracije
raztopljenih kovin se je kot najbolj uc¢inkovit kelat izkazala etilendiamin tetraocetna kislina
(EDTA) (Reed in sod, 1996), ki omogoca ekstrakcijo kovin iz nesilikatne faze tal (Ure,
1996). Vendar so kovine kelatom le delno dosegljive in zato lahko le delno odstranjene,
kemijsko stabilno vezane v trdno fazo tal (Nowack in sod., 2006; Finzgar in Lestan, 2007;
Lestan in sod., 2008).
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2.2 UGOTAVLJANJE ONESNAZENOSTI TAL

Ocenjevanje tal z vidika onesnaZenosti v Sloveniji temelji na celokupni koncentraciji
onesnazil v tleh (Uredba...,1996). Razklop z zlatotopko (SIST ISO 11466) je ekstrakcijska
metoda, s katero merimo celokupno talno koncentracijo kovin. Z dodajanjem mocnih kislin
in kuhanjem sprostimo vse tezke kovine v tleh, torej tiste, ki so dostopne rastlinam in
¢loveku in tiste, ki so v tleh, vendar so premo¢no vezane na talne delce in niso dostopne.

Celokupne vrednosti onesnazil v tleh in drugih substratih ne dajejo vpogleda v dejansko
toksi¢nost nevarnih snovi in je ne smemo enaciti z bioloSko dostopno koncentracijo
(Udovi¢ in Lestan, 2008). Ta je le tisti del celokupne koncentracije onesnazil v tleh, ki jo
organizem lahko privzame oz. predstavlja nevarnost za celoten ekosistem (Greebelen in
sod., 2003). Biodosegljivost kovin je odvisna od lastnosti tal, kot so vsebnost organske
snovi, teksture tal, vsebnost in vrsta glinenih mineralov, vsebnosti Al-, Fe- in Mn oksidov
ter od prevladujocih fizikalno-kemijskih razmer v tleh, kot npr., nasicenost tal, pH in
redoks potencial ( LeStan in sod., 2003).

Tla sestavljajo raznolike talne frakcije, na katere se tezke kovine, zaradi svojih kemijskih
lastnosti, razli€no vezejo. Zato je pomembno locevanje tezkih kovin v posamezne frakcije.
Frakcionacijo kovin dolo¢amo s sekvencno ekstrakcijo. Sekvencna ekstrakcija je kemijski
postopek izlocanja tezkih kovin iz tal z zaporednimi ekstrakcijami z uporabo razlicnih
ekstrakcijskih reagentov. Z vsako od zaporednih ekstrakcij izlo€imo tezke kovine, ki so
vezane na dolocCeno talno frakcijo (Bacac, 2005). Oblikovane so bile razlicne sheme
sekvencnih ekstrakcij. Pri vseh pa gre za skoraj enak princip. 1z tal se najprej izlocijo 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, vklju¢ene v
kristalne reSetke glinenih mineralov). V naSem poizkusu je bila za meritev frakcionacije
Zn, Pb in Cd v onesnazenih in remediranih tleh uporabljena delno spremenjena Tessierova
sekvenc¢na analiza (LeStan in sod., 2003).

Za ugotavljanje potencialne toksicnosti nevarnih snovi za ¢loveka in organizme so bile
razvite Stevilne kemijske in bioloSke metode, ki pa jih je potrebno pred njihovo uporabo v
okoljski zakonodaji natan¢no ovrednotiti. Za ugotavljanje biodosegljivosti je vpeljanih
veliko ekstrakcijskih testov (Jing in sod., 2004). Za ugotavljanje oralne biodosegljivosti
toksi¢nih kovin za c¢loveka uporabljamo fizioloSko osnovane teste biodosegljivosti, ki
simulirajo dogajanje v ¢lovekovih prebavilih (Udovi¢ in Lestan, 2008). TaksSen je tudi test
PBET (Physiologically Based Extraction Test). PBET je in vitro test za ugotavljanje
biodosegljivosti tezkih kovin iz trdne snovi. 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 kot
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odrasli (Ruby in sod.,1996; Davis in Mirick, 2006). Test ne simulira celotnega fizioloSkega
procesa absorbcije Pb skozi Crevesni epitel, temve¢ le biodosegljivost Pb v ¢loveskem
zelodcu in tankem crevesju.

Zaradi moznosti Sirjenja onesnazil po povrsini vode in izpiranje v podtalnico in podtalje je
pomembno ugotoviti njihovo mobilnost (Udovi¢ in LesStan, 2008). Ekstrakcijska metoda
TCLP (Toxicity Characteristic Leaching Procedure) meri potencial onesnaZenih tal (in
drugih odpadkov) za sproscanje onesnazil v okolje. Izmerjene koncentracije onesnazil v
ekstraktu primerjamo z dovoljenimi predpisanimi koncentracijami. Ce so vrednosti
presezene, tla oz. odpadek obravnavamo kot nevaren odpadek, ki zahteva posebne pogoje
deponiranja (Udovi€ in LeStan, 2006).

Ekstrakcija z dietilentriaminpentaocetno kislino (DTPA) (Lindsay in Norwell, 1978) je
pogosto uporabljena enostopenjska ekstrakcija za ugotavljanje biodosegljivosti toksi¢nih
kovin in mikronutrientov za rastline (Dean, 2007), ki pa je v naSem poizkusu nismo
izvedli.

Z ekstrakcijskimi metodami, kot so in vitro testi, ne pridobimo zadostnih informacij o
dejanski biodosegljivosti kovin za organizme, kar lahko privede do rezultatov, ki so v
nasprotju z rezultati in vivo testov (Kamnev in van der Lelie, 2000). Talni organizmi
zaznavajo in so obcutljivi na toksi¢ne kemikalije v tleh, ki imajo negativen vpliv na
opravljanje primarnih funkcij in zivljenjski ciklus talnih organizmov, zato se izogibajo
onesnazenim obmoc¢jem v prid manj onesnazenim. Spurgeon in Hopkin (1996) sta odkrila
odsotnost dezevnikov na razdalji 1 km od 6 rudnikov na jugozahodu Anglije. Na podlagi
vedenjskih lastnosti talnih Zivali, kamor sodi tudi izogibanje onesnaZenim tlom, lahko
sklepamo o prisotnosti biodosegljivih onesnazil v tleh (Lukkari in sod., 2005).

2.3 DEZEVNIKI

Med makrofavno imajo dale¢ najvecji ekoloski pomen dezevniki (Lumbricidae). Njihova
koristna vloga je poznana ze dolgo (Lestan, 2002). Dezevniki so bili med vsemi edafskimi
Zivalmi prvi, ki so jim priznali koristno vlogo pri tvorbi plodnih tal. Aktivni so v celotnem
talnem profilu, od organskega horizonta do mati¢ne podlage, in so nepogresljiv ¢len v
krozenju snovi v naravi. So sekundarni razgrajevalci, ker se hranijo z bolj ali manj
razgrajenimi organskimi snovmi. Njihova vloga v tleh je vecstranska: talne horizonte
mesSajo s prenasanjem organskih snovi v globino in mineralnih delcev na povrsino tal,
rijejo rove skozi talni profil in tako omogocajo prezraCevanje tal ter pronicanje vode
skoznje — povecujejo drenaznost. Ko dezevniki pozirajo organske snovi, pojedo z njimi
tudi mineralne delce, v njihovih prebavilih nastajajo organsko-mineralni kompleksi; hkrati
izloajo v prebavilo kalcijeve ione, ki vezejo posamezne delCke tal v tvorbe, obstojnejse
proti delovanju vode, in s tem izboljSujejo sestavo ter strukturo tal. Najvecji pomen za tla
imajo dezevniki v procesih nastajanja humusa. V prsti, ki je Sla skozi dezevnikovo



Sekoranja A. Izogibalni test z dezevniki vrste Eisenia fetida Savigny kot indikator onesnaZenosti tal. .. kadmijem.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2008

prebavilo, je veliko ve¢ mikroorganizmov kot v drugih tleh. Dezevniki dihajo s kozo, ki je
mocno prekrvavljena. Imajo zaprt krvozilni sistem. Krvozilje je sestavljeno iz hrbtne in ene
ali dveh trebusnih Zil. Pri odraslem dezevniku izstopa na prednjem delu telesa Zlezasta
odebelitev — sedlo, ki se izoblikuje pri spolno zrelih osebkih. Namenjeno je izlo¢anju sluzi,
s katero se spolna partnerja ovijeta med ploditvijo. Povr$ino telesa prekriva tanka kutikula.
Dezevniki imajo posamicne mehanoreceptorje in fotoreceptorje v vsej povrhnjici, bolj
zgosceni pa so na glavini krpi. O¢i in drugih bolj zapleteno zgrajenih cutil nimajo. Dobro
sta razviti tigmo- in kemotaksija, ki omogocata odkrivanje hrane in zaznavanje kislosti
podlage. Kemoreceptorji so razmesceni pretezno v ustnem epitelu in na glavini krpi. Na
Stevil¢nost osebkov vplivajo vlaga, temperatura, pH, mati¢na podlaga, hrana, predvsem
koli¢ina in stopnja razgrajenosti organskih snovi. Na razSirjenost posameznih vrst in
njihovo Stevilénost vpliva tudi vegetacijska odeja (MrSi¢, 1997).

Bioindikator je organizem, ki se na povsem specifi¢en nacin odziva na dolocene
spremembe v okolju in jih izraza z videzom, uspevanjem in razsirjenostjo (Mrsi¢, 1997).

DeZevniki so primerni bioindikatorji onesnazil zaradi (Dean, 2007):

e stalnega stika s tlemi,

e nahajajo se na kontaminiranih mestih,

e zaradi tanke kutikule lahko onesnazila vstopajo v deZevnike preko celotne telesne
povrsine,

e prisotnost kemoreceptorjev na povrsini telesa,

e 7znan je metabolizem deZevnikov,

e dezevniki, kot je Eisenia fetida, so lahko gojeni v laboratoriju in so prilagojeni na
razli¢ne tipe tal.

Po Boucheju (1971, 1977, cit. po Edwards in Bohlen, 1996) delimo evropke lumbricide v
tri ekoloske skupine, in sicer:

e cpigeitni dezevniki, ki zZivijo na povrSju tal pod steljo in se prehranjujejo z
razgradljivo organsko snovjo. Med te vrste med drugim uvr§¢amo Lumbricus
rubellus, Eisenia fetida in Dendrobanea octaedra;

e aneceini dezevniki, ki Zivijo v zgornjem delu talnega horizonzta in se
prehranjujejo z razgradljivo organsko snovjo na povrsju tal ter z mineralnim delom
tal. Za njih je znacilno, da ponoci pridejo na povrsje;

e endogeicni dezevniki, ki Zivijo v mineralnem delu talnega horizonta in se
prehanjujejo z mineralnim delom tal, zlasti z organsko bogatimi snovmi. Mednje
uvrs¢amo Octolasion tyrtaeum.
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2.4 IZOGIBALNI TEST Z DEZEVNIKI

Za ugotavljanje biodosegljivosti kovin se uporablja tudi standardiziran in vivo test,
izogibalni test z dezevniki (ISO/DIS 17512-1).

Izogibalni test je preprosta metoda, s katero na podlagi izogibanja organizmov, v nasem
primeru dezevnikov, lahko sklepamo o kontaminiranosti tal. Osnovan je na dejstvu, da
dezevniki s kemoreceptorji zaznavajo onesnazeno okolje in se mu izogibajo (Edwards in
Bohlen, 1996). Princip izogibalnega testa je, da so deZevniki neprekinjeno izpostavljeni
kontrolnim in testnim tlom in na podlagi tega lahko dezevniki izbirajo za njih ugodnejsa tla
(Garcia in sod., 2008). Ob koncu izvajanja testa (48 ur) prestejemo Stevilo dezevnikov v
posameznih tleh.

Toksicnost onesnazil in njihov vpliv na dezevnike lahko merimo tudi z standardnimi
akutnimi in reprodukcijskimi testi. Onesnazenost tal se pri teh testih vrednoti s smrtnostjo,
reprodukcijskimi spremembami, spremembo teze in ostalimi subletalnimi dejavniki (Leokke
in Van Gestel, 1998). Ti testi pa ne vkljucujejo vedenjskih lastnosti organizma, kamor sodi
tudi izogibanje onesnazenim tlom, in nenazadnje, ti testi pus€ajo negativne posledice na
organizmu (Lukkari in sod., 2005). Standardni akutni testi so dolgotrajni in ¢asovno
zamudni. Zagotovljene morajo biti ustrezne razmere, kot so primerna temperatura, vlaga in
svetloba (Yeardly in sod., 1995).

Prednosti izogibalnega testa so, da se organizmi, zaradi obcutljivosti izognejo toksi¢nim
tlom, pridobljeni so rezultati ekoloSkih dejavnikov, ki niso merjeni s stresom
spremljajo¢imi akutnimi in subletalnimi testi, ter relativno enostavna izvedba (Yeardly in
sod, 1996). Wentsel in Guelta (1988) sta z uporabo deZevnikov dokazala, da so ti
obcutljivejsi indikator onesnazenosti tal, kot lahko razberemo iz standardnih akutnih in
subletalnih testov. Izogibalni test je preprosta metoda, ki vkljucuje Stetje deZevnikov, kjer
niso potrebne drage aparature in ni ¢asovno zamudna metoda (Yeardly in sod., 1996).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 ANALIZA TAL

Leta 1990 je po 300 letih rudarjenja prenehal delovati rudnik Pb v Meziski dolini ( x =
489300 m in y = 152300 m, GauB-Kriiger koordinatni sistem). Za proucevanje smo
uporabili zgornjo plast tal (0-30 cm) iz oskrbovanega zelenjavnega vrta blizu zapuScenega
svincevega rudnika v Meziski dolini.

Osnovne pedoloske znacilnosti talnih vzorcev so izmerili v Centru za pedologijo in varstvo
okolja (Oddelek za agronomijo, BiotehniSka fakulteta, Univerza v Ljubljani) v skladu s
standardno prakso.

Za standardno pedolosko analizo smo v suspenziji 0,01 CaCl, (razmerje tla : raztopina =
1:2) izmerili pH vzorcev tal, koli¢ino organske snovi smo ugotovili s titracijo po metodi
Walkley-Black, kationsko izmenjevalno kapaciteto z amonij-acetatno metodo, teksturo tal
z mehansko analizo in dostopen fosfor (v obliki P,Os) kolorimetri¢éno po Egner-Doming-
ovi metodi.

3.2 REMEDIACIJA TAL

Na zraku posuSena tla (4,5 kg) smo presejali skozi 5 mm sito ter jih dali v Sest kolon,
dimenzij 15 cm v premeru in 27 cm v viSini. Plasticna mreZica premera 0,2 mm je na dnu
vsake kolone zadrzevala tla. Tla so bila sprana z razli¢nimi koncentracijami EDTA: 2.5, 5,
10, 20, 40 in 4X40 mmol kg EDTA.

Pri spiranju je izpiralna raztopina (3,1 L) s pomocjo peristalti¢ne ¢rpalke v zaprti procesni
zanki s hitrostjo pretoka 15 ml min" 24 ur pocasi krozila skozi kolone in pri tem iz tal
spirala Pb, Zn in Cd in tudi vodotopne komplekse tezkih kovin-EDTA. Po 24 h spiranja z
izpiralno raztopino (3,1 L) smo odvzeli vzorce (25 mL) izpiralne raztopine, da smo
izmerili koncentracije Pb, Zn in Cd v tej raztopini. Vsako kolono smo nato Se izpirali z
80 L &iste vode v odprti procesni zanki s hitrostjo 15 ml min”, da so se iz tal sprale
mobilne tezke kovine in EDTA. Tla v eni izmed kolon so bila sprana v Stirih zaporednih
korakih (4X40 mmol kg' EDTA). Pri vsakem spiranju je izpiralna raztopina (3,1 L)
krozila skozi kolono v zaprti procesni zanki 24 ur in nato smo zaceli z novo stopnjo
spiranja, spiranje z novo izpiralno raztopino, ki je vsebovala 40 mmol kg™ EDTA. Sledilo
je spiranje s Cisto vodo kot je opisano zgoraj. EDTA v vzorcih izpiralne raztopine smo
izmerili spektrofotometri¢no po protokolu Hamano in sod. (1993), vsebnost tezkih kovin
pa smo izmerili z atomskim absorbcijskin spektrofotometrom (AAS) (Perkin-Elmer 1100-
B, Norwalk, ZDA) in se tako prepricali, da v tleh ni ve¢ prisotnih mobilnih tezkih kovin
in/ali EDTA.
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3.3 SESTSTOPENJSKA SEKVENCNA EKSTRAKCIJA TEZKIH KOVIN

Spremenjena Tessierova sekvenéna ekstrakcija (LeStan in sod., 2003) je bila uporabljena
za meritev frakcionacije Pb, Zn in Cd v Sestih frakcijah. Prvo frakcijo, ione tezkih kovin,
raztopljenih v talni raztopini, smo pridobili z ekstrakcijo 1 g zracno posuSenih tal,
presejanih skozi 2 mm sito, prelitih z 10 mL deinozirane vode za 1 h. Drugo frakcijo
izmenljivih ionov kovin iz talnih koloidov v talno raztopino smo ekstrahirali iz ostankov
talnega vzorca predhodne frakcije, ki smo ga prelili z 10 mL 1 M magnezijevega nitrata
(Mg:NOs3) za 2 uri. Magnezijev nitrat povzro¢i izmenjavo elektrostatiéno vezanih ionov
kovin na talne koloide. Tretjo frakcijo vezanih tezkih kovin na karbonate smo ekstrahirali z
10 mL 1 M amonoacetata (NH4OAc) pri pH 5 za 5 h. Amonoacetat povzro¢i raztapljanje
karbonatov (kalcit, dolomit) in obaritev (sprostitev) vezanih kovin. Cetrto frakcijo
koordinativno vezanih tezkih kovin na Fe- in Mn-okside smo ekstrahirali z 20 ml
hidroksilamino hidrokloridom NH>OH X HCI pri pH 2 za 12 ur. Hidroksilamin hidroklorid
povzroc¢i zmanjSanje Fe- in Mn-oksidov v topno obliko. Peto frakcijo, tezke kovine vezane
na organsko snov, smo pridobili po izpostavitvi tal vro€ini, v 3 mL 0,002 M dusikove (V)
kisline (HNOs3) in 5 ml 30 % peroksida (H,0O,) za 3 h pri 85 °C, ki ji je sledila ekstrakcija s
15 mL 1 M amonacetata (NH4OAc) za 3 h. DusSikova (V) kislina in peroksid (H,O,)
povzrocita oksidacijo organske snovi in sprostitev vezanih tezkih kovin ter raztapljanje
kovinskih sulfidov. Sesto frakcijo, frakcijo preostankov (kovin, vkljuenih v kristalne
reSetke glinenih mineralov), pa smo pridobili v razklopu z aqua regia (zlatotopko), s
pomocjo katere smo povzroc€ili raztapljanje silikatov in preostalih mineralov. V vsaki
frakciji smo merili koncentracije Pb, Zn in Cd v treh ponovitvah. Z seStevkom
koncentracij Pb, Zn in Cd v vseh Sestih frakcijah smo izmerili celotno vsebnost Pb, Zn in
Cd v sekvencni ekstrakceiji.

3.4 POSTOPEK MERITVE MOBILNOSTI ONESNAZIL V TLEH (TCLP)

S TCLP (Toxicity Charasteristic Leaching Procedure) vrednotimo potencialno mobilnost
onesnazil iz tal in iz drugih odpadkov v okolje (US EPA, 1995). S TCLP smo ugotovili
potencialno mobilnost Pb, Zn in Cd v tleh. Analizo smo izvedli v treh ponovitvah. 1 g tal
smo presejali skozi 2 mm sito, 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 ur na stresalniku pri 300 obratih min™. Po
ekstrakciji smo vzorce filtrirali (Whatman §t. 4), filtrat pa zakisali z 65 % dusikovo kislino
(HNO3) do pH <2 in shranili v hladilnik pri 5 °C za meritev tezkih kovin.
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3.5 ORALNA BIODOSEGLJIVOST SVINCA

Fiziolosko ekstrakcijski test (Physiologically Based Extraction Test, PBET) temelji na
fizioloSki lastnosti prebavnega sistema otrok med drugim in tretjim letom starosti (Ruby,
1996), saj je zaradi igralnih navad vecja nevarnosti zauzitja tal in posledi¢no tudi onesnazil
kot pri odraslih (Davis in Mirick, 2006). PBET vsebuje 2 fazi, in sicer biodosegljivost Pb v
7elodcu in tankem &revesju. Zelodéno fazo PBET smo simulurali z dodajanjem Zelodéne
raztopine, ki je vsebovala 1,25 g pepsina, 0,5 g citrata, 0,5 g malata, 420 pL laktata ter 500
uL ocetne kisline, raztopljene v 1 L vode pri pH 2,50 + 0,05, ki smo ga uravnali z HCI. Za
analizo smo potrebovali 0,4 g zracno posusSenega vzorca, presejanega skozi 250 pm sito.
Pripravljeni vzorec smo v 250 pL polipropilenski posodi prelili s 40 mL Zelod¢ne
ekstrakcijske raztopine in tako pripravili reakcijsko meSanico. V posodo smo dovajali
inertni plin argon s pretokom 20 L h™ in s tem simulirali peristalti¢ne gibe v prebavnem
traktu. Vsakih 10 min smo merili pH reakcijske meSanice in po potrebi dodajali HCI, da
smo ohranjali pH pri vrednosti 2,50+0,05. 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). Vzorce (2 mL) smo centrifugirali 25 min pri 2500 g
min™ in jih uporabili za nadaljne analize. Volumen vzorca smo nadomestili z 2 mL sveze
zelodéne raztopine. pH vzorca smo zvisali na vrednost 7 z natrijevim karbonatom
(NaHCOs3) v dializni vrecki (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 nato odpipetirali 2 mL za analizo oralne biodosegljivosti Pb v
&revesni fazi. Odpipetirane vzorce smo centrifugirali 25 min pri 2500 g min™'. Supernatant
smo shranili pri temperaturi 5 °C za nadaljno analizo vsebnosti Pb. Analizo smo opravili v
treh ponovitvah.
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Flingka jeklenka z argonom 250 ml reakeijska posoda

Reakeijska meSanica

Wodna kopel s stalno temp. 37 °C

Slika 1: Shema fiziolosko osnovanega testa biodosegljivosti (PBET) (Ruby in sod., 1996)

3.6 MERITVE TEZKIH KOVIN

Zratno suhe vzorce zemljine pred remediacijo s spiranjem z EDTA smo zmleli v ahatni
terilnici (1 g), jih presejali ¢ez 160 um sito, razklopili v zlatotopki (28 mL) (SIST ISO
11466), razredcili z deionizirano vodo do kon¢nega volumna 100 mL in izmerili celokupno
vsebnost Pb, Zn ter Cd z AAS (Perkin-Elmer 1100-B, Norwalk, CT, USA). Pri razklopu
smo pravilnost postopka preverili s standardnim referencnim materialom iz HBLFA
Raumberg-Gumpenstein, Irdning, Avstrija (ALVA 2001 Boden 1). Dosezeni odstotek je
znasal za Pb 105,745,9, Zn 108,3£12,7 in za Cd 104,9430,1. Zaznavna meja (LOQ) je
znaala za Pb 0,25 mg L', Zn 0,018 mg L' in za Cd 0,028 mg L. Slepi vzorec in
analiti¢ne duplikate smo uporabili, kjer je bilo primerno za zagotovitev natancnosti v
analizi.

3.7 IZOGIBALNI TEST Z DEZEVNIKI Eisenia fetida Savigny

Za poizkus smo uporabili okrogle plasticne posode s prostornino 2 L, premera 16 cm, ki
smo jih z razdelilcem razdelili na dva enaka dela. V posode smo na eno polovico dali 300
g testnih tal (onesnazZena tla in remedirana tla z 2,5, 5, 10, 20, 40 mmol kg'1 EDTA), na
drugo stran pa 300 g kontrolnih tal (remedirana tla z 4X40 mmol kg EDTA). Poizkus
smo izvedli v 5 ponovitvah. Tla smo presejali skozi 2 mm sito in jih navlaZili na 60 %
max. zadrzevalne kapacitete tal.

Dezevnike Eisenia fetida Savigny smo pridobili iz kontroliranega gojis¢a (Biobrazda
d.o.0.). DeZevnike smo ohranjali v temi, pri konstantni temperaturi 20 °C in 80-odstotni
relativni zracni vlagi. Za poizkus smo izbrali spolno dozorele dezevnike, ki imajo razvito
sedlo in pubertetne izboklinice. Izbrane dezevnike smo predhodno ocistili z vodo in jih za
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1 dan, zaradi prilagajanja, drzali v kontrolnih tleh. Po enem dnevu prilagajanja smo
dezevnike zopet sprali z vodo in stehtali. Povprecna teza deZevnikov pred vnosom v
poizkusno posodo je bila 0,28+0,06 g.

Po odstranitvi delilca v posodi smo na razmejitveno linijo vstavili 10 dezevnikov. Posode
smo zaprli s papirnato brisaco, tako da je bila omogocena prosta izmenjava plinov med
tlemi in zrakom ter dostop svetlobe z zgornje strani.

Zaprte posode smo zaprli v komoro, kjer je potekal dnevno/no¢ni cikel - 12h/12h. Dnevna
temperatura je znasala 22 °C, no¢na pa 15 °C.

Po 48 urah smo v posode vstavili delilec. Vstavili smo ga ze v komori, preden smo posode
vzeli iz kontroliranega okolja. Sledilo je Stetje dezevnikov na obeh polovicah.

Izogibalni test smo opravili v petih ponovitvah. Pri vsaki ponovitvi smo izracunali
izogibanje (A) dezevnikov po sledeci enacbi:

A = [(C-T)/N]*100, ..(1)
kjer C = stevilo dezevnikov v kontrolnih tleh, T = Stevilo dezevnikov v testnih tleh, N =
skupno Stevilo dezevnikov. Po vseh opravljenih meritvah smo izraunali izogibanje (%) v
posamezni ponovitvi, povprecje izogibanja v posameznem obravnavanju ter % izogibanja
vseh dezevnikov v posameznem obravnavanju.

Pozitivni odgovor (+) kaZe na izogibanje deZevnikov testnim tlom, negativni odgovor (-)
pa ne kaze izogibanja deZevnikov na prisotnost onesnaZzil v tleh. Testna tla, v katerih je
prisotnih manj kot 20 % dezevnikov, se obravnavajo kot tla z omejeno habitatno funkcijo
(ISO/DIS 17512-1).

Slika 2: Priprava izogibalnega testa (foto: N. Finzgar, 2007)



13

Sekoranja A. Izogibalni test z dezevniki vrste Eisenia fetida Savigny kot indikator onesnaZenosti tal. .. kadmijem.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2008

4 REZULTATI

4.1 REMEDIACIJA TAL

Standardne pedoloske lastnosti tal pred remediacijo in celokupne koncentracije Pb, Zn in
Cd so podane v Preglednici 1.

Remediacija tal z EDTA je zmanjSala vsebnost kovin v analiziranih tleh. Z uporabo
raztopin s Sestimi razlicnimi koncentracijami EDTA (2,5, 5, 10, 20, 40 in 4X40 mmol kg'1
EDTA) smo dosegli gradientno zmanjSanje vsebnosti Pb, Zn in Cd v tleh. Z remediacijo
smo odstranili 6, 13, 41, 45, 54 in 73 % zacetnega Pb, 3, 4, 13, 15, 20 in 23 % zacetnega
Znin 17,33, 54, 61, 66 in 74 % zacetnega Cd v posameznih obravnavanjih. Remediacija z
EDTA je bila uspesna pri odstranjevanju Pb in Cd iz tal, manj uspesna je bila remediacija
Zn. Po izpiranju remediranih tal z 80 L ¢iste vode ni bilo ve¢ zaznati prisotnost Pb, Zn, Cd
in EDTA.

Po remediaciji se je pH zvisal in vsebnost organske snovi zmanjSala. Ob primerjavi pH in
organske snovi po remediaciji s spiranjem z razlicnimi koncentracijami EDTA ni priSlo do
bistvenih sprememb.

Preglednica 1: Standardne pedoloske lastnosti tal in celokupne koncentracije Pb, Zn in Cd v tleh pred
remediacijo z EDTA.

pH P,0s K0 Org. C/N * CEC Pb Zn Cd
(mg (mg snov  razmerje  Teksturni (mmol (mg kg™) (mg kg™ (mg kg')
100g™)  100gh) (%) razred C'100g™)
Onesnazena 6,6 150,4 27,8 13,8 11,8 1 51,2 4602+94 1826+61 30,4+0,3

tla

* Teksturni razred: I - ilovica
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4.2 SESTSTOPENJSKA SEKVENCNA ANALIZA

Rezultati frakcionacije Pb, Zn in Cd pred in po remediaciji s spiranjem z EDTA so
podani v Preglednici 2. Pred remediacijo je bil vecji del Pb vezan na karbonate in
organsko snov. Spiranje z EDTA je odstranilo do 85 % Pb vezanega na karbonate in do
75,4 % Pb, vezanega na organsko snov. Vecina Zn je bila vezanega na organsko snov in
na frakcijo preostanka, vendar le manjsi del na najbolj dosegljivi frakciji, frakcijo talne
raztopine in izmenljivo frakcijo (2,1 % celotnega Zn), kar do neke mere pojasni
ucinkovitost EDTA pri odstranjevanju Zn iz teh tal. Po pri€akovanjih je bil Zn uspesno
odstranjen iz frakcije »vezanega« na karbonate (do 87,9 % od skupno vezanega Zn na
karbonate) in na Fe in Mn-okside (do 87,2 % od skupno vezanega Zn na Fe in Mn-
okside). Vecji del Cd je bilo vezanega na karbonate in organsko snov, vendar je bil
uspesno odstranjen iz vseh ostalih frakcij, razen iz frakcije preostanka.
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Preglednica 2: Frakcionacija (%) Pb, Zn in Cd pred in po remediaciji z EDTA. Rezultati so podani kot
povprecne vrednosti treh ponovitev s standardnim odklonom. LOQ, pod mejo detekcije.

I I 11 v \ VI
Pred
remediacijo
Pb(%) LOQ 0,3+0,0 29,2429 0,4+0,0 63,5£1,3 6,6+0,2
Zn(%) 0,1+0,0 2,0£0,0 19,0+0,8 3,1+0,3 30,8+0,8 45,1439
Cd/%) LOQ 7,6+0,1 48,0+0,9 9,4+0,2 30,4+0,4 LOQ
Po remediaciji
2,5 mmol kg™!
EDTA
Pb(%) LOQ LOQ 24,3+0,5 0,5+0,0 64,9+9,0 10,3+1,8
Zn(%) 0,04+0,0 1,0+0,0 11,2+0,2 3,2+0,3 31,4+1,3 53,342,8
Cd/%) LOQ 3,9+0,2 38,7+0,4 9,240,6 34,6+2,7 13,1£2,1
5 mmol kg!
EDTA
Pb(%) LOQ 0,120,0 27,0423 0,5+0,1 59,4+0,1 13,0423
Zn(%) LOQ 0,8+0,0 10,6+0,5 3,0+0,3 28,9+3 .4 56,743
Cd/%) 0,9+0,0 3,5+0,0 37,713 8,4+0,2 35,9+3,7 13,5+0,8
10 mmol kg™!
EDTA
Pb(%) 0,2+0,1 0,1+0,0 23,0+0,5 0,5+0,1 67,8+6,5 14,4+4,1
Zn(%) 0,04+0,0 0,4+0,0 8,3+0,9 2,240,0 31,8+2,1 57,3424
Cd/%) LOQ 2,740,3 34,6+0,9 8,5+0,6 41,3£2,5 15,243,8
20 mmol kg™
EDTA
Pb(%) LOQ 0,140,0 20,0+1,5 0,4+0,0 65,2+4,3 14,2+0,7
Zn(%) LOQ 0,240,0 5,9+0,3 1,6+0,0 31,1£0,2 61,1424
Cd/%) LOQ 2,040,2 27,1+1,0 7,1£0,3 43,6+1,1 19,8+0,4
40 mmol kg™!
EDTA
Pb(%) 0,2+0,1 LOQ 18,1£1,5 0,5+0,3 64,7+9,2 16,4+3,5
Zn(%) 0,1+0,0 0,240,0 4,340,1 1,2+0,1 30,5£3,5 63,7+3,9
Cd/%) LOQ LOQ 24,8+1,8 5,840,2 43,246,2 232422
4X40 mmol kg™!
EDTA
Pb(%) LOQ LOQ 18,5+0,4 LOQ 65,7+4,8 15,6+2,1
Zn(%) 0,1£0,0 0,1+0,0 2,440,1 0,6+0,0 30,9+2,1 66,0+4,9
Cd/%) LOQ LOQ 16,9+0,4 4,3+0,7 46,7425 29,3434

I — v talni raztopini; II — izmenljiva; III — vezana na karbonate; IV — vezana na Fe- in Mn-okside;
V — vezana na organsko snov; VI — frakcija preostanka
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4.3 TCLP

Mobilnost Pb, Zn in Cd pred in po remediaciji smo dolo¢ili s TCLP. Izmerjeni rezultati,
podani v Preglednici 3, niso dosegli mejne vrednosti po US EPA (1995), ki znaSajo za Pb
5mgL',Zn250 mg L' in Cd 1 mg L. Spiranje z EDTA je zmanjsalo delez mobilnega
Pb, Zn in Cd v tleh. Koncentracije mobilnega Zn, izmerjenega s TCLP v tleh remediranih
z 4X40 mmol kg' EDTA, se je zmanjSala za 88,2 % v primerjavi s koncentracijo
mobilnega Zn v neremediranih tleh. Koncentracije mobilnega Cd in Pb v istem
obravnavanju so bile zmanjSane pod mejo zaznave.

Preglednica 3: Koncentracije Pb, Zn in Cd v TCLP ekstraktu pred in po remediaciji z EDTA. Rezultati so
podani kot povprecne vrednosti treh meritev s standardnim odklonom. LOQ, pod mejo detekcije.

TLA Pb (mgL™) Zn (mg L) Cd(mgL™)
Pred remediacijo 1,11£0,04 2,12+0,11 0,09+0,01
Po remediaciji

2,5 mmol kg EDTA 0,95+0,01 1,55+0,04 0,06+0,00
5 mmol kg EDTA 0,83+0,09 1,41£0,13 0,06+0,00
10 mmol kg EDTA 0,66+0,03 1,04+0,07 0,03+0,00
20 mmol kg EDTA 0,38+0,03 0,56+0,02 LOQ

40 mmol kg EDTA 0,38+0,03 0,42+0,01 LOQ

4X40 mmol kg' EDTA LOQ 0,25+0,03 LOQ

4.4 ORALNA BIODOSEGLIJIVOST Pb

S spiranjem z EDTA se je zmanjSala tudi oralna-biodosegljivost Pb, izmerjenega s PBET
(Preglednica 4). Analiza je pokazala, da se je oralna-biodosegljivost po remediaciji v
zelodéni fazi glede na zacetno vrednost zmanjSala pri vseh koncentracijah EDTA, razen pri
2,5 mmol kg EDTA, kjer se je povegala za 20,1 %. Pri spiranju z 4X40 mmol kg”' EDTA
se je oralna biodosegljivost zmanjSala za 87,6 %.

V fazi tankega Crevesa se je oralna-biodosegljivost glede na zacetno vrednost pri vseh
spiranjih z EDTA zmanjiala. Pri spiranju z 4X40 mmol kg' EDTA se je oralna
biodosegljivost zmanjSala za 83,6 % od zacetne biodosegljivosti Pb v fazi tankega Crevesa.
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Preglednica 4: Oralna biodosegljivost Pb v Zelod¢ni in ¢revesni frakciji pred in po remediaciji z EDTA,
dolocena s fiziolosko osnovanim ekstrakcijskim testom (PBET). Rezultati so podani kot povpre¢ne vrednosti
treh meritev s standardnim odklonom.

PBET Pb (mg kg™")

TLA Zelodéna faza Faza tankega Crevesa
Pred remediacijo 760,9 47,9 328,4+63,9

Po remediaciji

2,5 mmol kg EDTA 913,8+350,9 169,9+77.8

5 mmol kg EDTA 305,6+35,5 214,6+97,7

10 mmol kg EDTA 275,8+28,3 127,2+60,4

20 mmol kg EDTA 291,5+77,36 133,0+63,0

40 mmol kg EDTA 238,1+90,3 40,4+23,8

4 X 40 mmol kg EDTA 94,7+4,2 53,9426,6

4.5 IZOGIBALNI TEST

Izogibanje deZevnikov smo izrazili v odstotkih izogibanja dezevnikov testnim tlom v
posamezni ponovitvi in kot povpre¢je petih ponovitev (Slika 3). Iz povprecja petih
ponovitev lahko zaklju¢imo, da dezevniki v obravnavanju 2 (Slika 3) ne izbirajo med tlemi
remediranimi z 4X40 mmol kg’ EDTA in onesnaZenimi tlemi. V celoti gledano je v vseh
primerih povpre€na vrednost izogibanja negativna, kar pomeni, da je po 48 urni
1zpostavitvi ve¢ dezevnikov na bolj onesnazenih tleh. Za primerjavo smo izvedli poizkus,
kjer so bila kontrolna in testna tla remidirana z 4X40 mmol kg EDTA. Pri¢akovali smo
izogibanje dezevnikov okoli 0 %, vendar se je izkazalo, da je bila povprecna vrednost
izogibanja 30 % in -30 %. Rezultat je podan kot negativna in pozitivna vrednost, saj je bilo
v tem primeru proucevanje izogibanja med kontrolnimi tlemi. Med tlemi, ki so remedirana
z nizjimi in vi§jimi koncentracijami EDTA v izogibanju ni razlik.
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Slika 3: Izogibanje deZevnikov testnim tlom v %. 4 oznacuje izogibanje deZevnikov v posamezni ponovitvi
(%); x oznacuje izogibanje deZzevnikov kot povprecje petih ponovitev (%); ¢ oznacuje zrcalno sliko
izogibanja dezevnikov v tleh spranih z 4X40 mmol kg EDTA - 4X40 mmol kg EDTA*

* tla sprana z 4X40 mmol kg EDTA v na§em poizkusu predstavljajo kontrolna tla in v primeru 1 smo
proucevali izogibanje dezevnikov med kontrolnimi tlemi; rezultat lahko podamo kot pozitivno in negativno
vrednost

1 - 4X40 mmol kg EDTA - 4X40 mmol kg" EDTA

2 - 4X40 mmol kg EDTA - onesnazena tla

3 - 4X40 mmol kg EDTA — 2,5 mmol kg”' EDTA

4 - 4X40 mmol kg EDTA - 5 mmol kg EDTA

5 - 4X40 mmol kg EDTA - 10 mmol kg’ EDTA

6 - 4X40 mmol kg EDTA - 20 mmol kg’ EDTA

7 - 4X40 mmol kg EDTA - 40 mmol kg’ EDTA

A —izogibanje (%)

Izogibanje dezevnikov ni bilo izrazitejSe pri tleh remediranith z niZjimi koncentracijami
EDTA. Izracunali smo tudi izogibanje, kjer smo zdruzili Stevilo dezevnikov v petih
ponovitvah v posameznem obravnavanju in na ta nacin izracunali izogibanje dezevnikov
testnim tlom (Slika 4). 1z tako pridobljenih rezultatov smo prisli do enakih zakljuckov, kot
v zgoraj navedenem primeru (Slika 3). Tudi tu se deZevniki niso izogibali bolj
onesnazenim tlom. V obravnavanju 2 (Slika 4) deZevniki ne izbirajo med tlemi,
remediranimi z 4X40 mmol kg EDTA in onesnaZenimi tlemi. V celoti gledano je v vseh
primerih vrednost izogibanja negativna, kar pomeni, da je ve¢ deZevnikov po 48 urni
izpostavitvi na bolj onesnaZzenih tleh. V obravnavanju, kjer so bila kontrolna in testna tla
remidirana z 4X40 mmol kg"' EDTA je bila vrednost izogibanja 30 % in -30 %. Rezultat je
podan kot negativna in pozitivna vrednost, saj je bilo v tem primeru proucevanje
izogibanja med kontrolnimi tlemi. Med tlemi, ki so remedirana z niZjimi in vi§jimi
koncentracijami EDTA, v izogibanju ni razlik.
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Slika 4: Izogibanje deZevnikov testnim tlom v %. 4 oznaduje % izogibanja vseh deZzevnikov v posameznem
obravnavanju; 0 oznaduje zrcalno sliko izogibanja deZevnikov v tleh spranih z 4X40 mmol kg™ EDTA -
4X40 mmol kg' EDTA*

* tla sprana z 4X40 mmol kg™ EDTA v na§em poizkusu predstavljajo kontrolna tla in v primeru 1 smo
proucevali izogibanje deZevnikov med kontrolnimi tlemi; rezultat lahko podamo kot pozitivno in negativno
vrednost

1 - 4X40 mmol kg’ EDTA - 4X40 mmol kg” EDTA
2 - 4X40 mmol kg EDTA - onesnazena tla

3 - 4X40 mmol kg EDTA — 2,5 mmol kg EDTA
4 - 4X40 mmol kg EDTA - 5 mmol kg EDTA

5 - 4X40 mmol kg EDTA - 10 mmol kg' EDTA

6 - 4X40 mmol kg’ EDTA - 20 mmol kg’ EDTA

7 - 4X40 mmol kg EDTA - 40 mmol kg’ EDTA
A —izogibanje (%)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Remediacija tal

Industrijsko onesnaZena tla z Pb, Zn in Cd smo spirali z EDTA, da bi zmanjSali vsebnost
kovin. Vsebnost Pb, Zn in Cd v tleh v nagem primeru (Zerjav) je posledica dolgoletnega
delovanja rudnika (Vidic in sod., 2006).

Ob primerjavi rezultatov remediacije v nasi raziskavi s kriticno mejo vsebnosti kovin v
slovenski zakonodaji (Pb 530 mg kg™, Zn 720 mg kg™, Cd 12 mg kg') (Uredba...,1996),
lahko zaklju¢imo, da je bila remediacija uspes$na, predvsem pri odstranjevanju Cd.
Pri¢akovali smo, da bo vi§ja koncentracija EDTA pri odstranjevanju kovin bolj u¢inkovita
kot nizja koncentracija. Najbolj obsezno spiranje z EDTA je zmanjSalo vsebnost
koncentracije Cd pod kriticno mejo.

V nasprotju s slednjim pa so koncentracije Pb tudi po remediaciji z 4X40 mmol kg EDTA
ostale nad kriti€éno mejo, ¢eprav se je spralo 73 % skupnega Pb. To lahko pripiSemo visoki
onesnazenosti tal s Pb in delezu Pb, ki ligandu ni bil dosegljiv. Nizki odstotki
odstranjenega Zn pri vseh spiranjih z EDTA, v primerjavi z odstotki odstranjenega Pb in
Cd, lahko razloZimo z manjSo stabilnostno konstanto kompleksa Zn-EDTA (Sun in sod.,
2001) in zaradi razlik pri desorpciji kovin (FinZgar in LeStan, 2007). Eden izmed razlogov,
da se je Zn tezje spiral z EDTA je, da je vecji del Zn prisoten v frakciji preostanka
(Preglednica 2), saj je ekstrakcija tezkih kovin z EDTA uspesSnejSa pri vodotopnih,
izmenljivih in na karbonate vezanih kovinah (Peters, 1999).

Ucinkovitost remediacije ugotavljamo tudi z mobilnostjo in biodosegljivostjo kovin. Na
potencialne ucinke toksi¢nosti kovin lahko sklepamo na podlagi celokupne koncentracije
kovin, vendar na podlagi le-te ne moremo dolociti mobilnosti in biodosegljivosti kovin
(Sabiené in Brazauskiené&, 2004; Basta in Gradwohl, 2000).

Z metodo TCLP smo merili mobilnost tezkih kovin v tleh pred in po remediaciji z EDTA.
Mobilnost tezkih kovin, kot tudi drugih onesnaZil, vpliva na njihovo izpiranje iz tal v
povrSinske in podzemne vodne vire, kar pomeni povecano tveganje za tam Zivece
organizme in za vnos v prehransko verigo. Koncentracije Pb, Zn in Cd v ekstraktih tal pred
in po remediaciji z EDTA so bile pod mejnimi vrednostmi (Preglednica 2) in so se po
remediaciji Se zmanjSale, zaradi ¢esar obravnavanih tal po US EPA (1995) ne uvrs¢amo
med nevarne odpadke.

Zauzitje tal in prasnih delcev predstavlja pomembno obliko izpostavljanja v okolju
prisotnim onesnazilom preko aktivnosti na odprtem, rekreacije, vrtnarjenja, prehranjevanja
z lokalno pridelano hrano in vdihovanja prasnih delcev (Davis in Mirick, 2006). Pri PBET
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s poustvarjanjem primernih razmer simuliramo dogajanje v prebavnem traktu ¢loveka (v
zelodcu in Crevesju). Po remediaciji se je biodosegljivost Pb v zelodénem ekstraktu pri
vseh spiranjih z EDTA zmanjSala (Preglednica 4), razen iz nam neznanih razlogov, zvisala
pri spiranju z 2,5 mmol kg' EDTA. V &revesnem ekstraktu se je biodosegljivost Pb
zmanjSala pri vseh spiranjih z EDTA.

5.1.2 Izogibalni test

S kemijsko ekstrakcijo tal ne moremo nadomestiti in vivo testov biodosegljivosti, zaradi
zapletenosti in dinamic¢nosti bioloskih sistemov (Basta in Gradwohl, 2000).

Dezevniki, ki so izpostavljeni Skodljivim koncentracijam tezkih kovin v tleh, tezje
opravljajo svojo primarno funkcijo (Edwards in Bohlen, 1996). Z regulacijo tezkih kovin v
telesu in z izogibanjem v manj kontaminirana tla se zmanjsa vpliv toksi¢nosti tezkih kovin
na deZzevnike (Lukkari in sod., 2005).

Rezultati raziskav so pokazali, da se deZevnik Esenia fetida in deZevnik Lumbricus
terrestis izogibata tlom, onesnazenim z nekaterimi organskimi snovmi, kot so benomil,
trinitrotoulen in nekaterim fungicidom in pesticidom (Slimak, 1997; Hund-Rinke in sod.,
2003, Schaefer, 2003). Yeardley in sod. (1996) so dokazali izogibanje dezevnika Eisenia
fetida tlom, onesnaZenim z KCl in NH4Cl, ne pa tudi izogibanje tlom, onesnazenim z 2-
kloroacetamidom. Za ta poizkus so uporabili neonesnazena tla, kjer so dodajali toksi¢ne
soli, dezevniki pa predhodno niso bili izpostavljeni toksi¢nim tlom, tako da niso bili
adaptirani na onesnazena tla. Visoka obcutljivost in izogibanje dezevnikov je bilo odkrito
tudi v Studijah s ksenobiotiki (Hund-Rinke in Wiechering, 2001; Schaefer, 2003). Hund-
Rinke in sod. (2005) so proucevali izogibanje dezevnika FEisenia fetida v razlicno
onesnazenih peScenih in glinenih tleh s tributiltinom (TBT), trinitrotoluolom (TNT) in
pentaklorofenolom (PCP) in dokazali vecje izogibanje tlom z vi§jimi koncentracijami
onesnazil. Hund-Rinke in sod. (2005) so proucevali tudi izogibanje dezevnika Eisenia
fetida v pescenih tleh, onesnazenimi z razlicnimi koncentracijami Cu, in izogibanje
deZevnikov v glinenih tleh, onesnaZenimi z razliénimi koncentracijami Cd. V tleh,
onesnazenih z Cu, je bilo izogibanje deZzevnikov skoraj 100 % v prid kontrolnim tlom, ne
glede na koncentracijo vsebnosti Cu v tleh. V glinenih tleh, onesnazenih z razlicnimi
koncentracijami Cd, se je izogibanje stopnjevalo z naras¢anjem vsebnosti Cd v tleh.
Organske substance so bile dodane tlom v obliki acetona, tezke kovine pa so bile
raztopljene v vodi in tako dodane tlom. DeZzevniki so bili gojeni v laboratoriju, tako da niso
bili predhodno izpostavljeni toksi¢nim tlom.

Po standardu ISO/DIS 17512-1 se za proucevanje izogibanja uporablja dezevnik Eisenia
fetida. Zato smo za prouevanje izogibalnega testa izbrali to vrsto dezevnikov, ki so bili
pridobljeni iz kontroliranega gojisc¢a (Biobrazda d.o.o.) in tako niso bili predhodno v stiku
s toksi¢nimi tlemi. Po remediaciji tal so se vrednosti oralne biodosegljivosti in mobilnosti v
primerjavi z onesnaZenimi tlemi zmanjsale, najbolj v tleh, spranih z 4X40 mmol kg
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EDTA, zato smo ta tla izbrali kot kontrolna tla, saj predstavljajo najbolj »Cista tla« med
ostali tlemi v danem poizkusu. Pricakovali smo, da bodo dezevniki zaznali manjSo
koncentracijo tezkih kovin in se tako izogibali bolj onesnazenim tlom. Po opravljenem
poizkusu se nasa hipoteza ni potrdila. DeZevniki so se izogibali tudi kontrolnim tlom, ki so
bila remedirana z 4X40 mmol kg’ EDTA. Mozno je, da deZevniki s kemoreceptorji ne
zaznavajo elementov v dolo¢enih kemijskih oblikah in tako ne morejo zaznati nevarnih
kontaminantov oz. kontaminiranih tal (Lukkari in sod., 2005).

V literaturi so izogibanje dezevnikov proucevali tako, da so Cista tla umetno onesnazili z
dodajanjem toksi¢ne snovi v obliki raztopine in nato tla homogenizirali. V naSem poizkusu
pa smo visoko onesnazena tla spirali z EDTA in jih na ta nacin »ocistili« biodosegljivih
oblik tezkih kovin. Tako so se lahko z EDTA, poleg tezkih kovin, spirala tudi mikrohranila
oz. doloceni elementi, kot so Fe, Ca in Na, ki jih nismo izmerili pred in po remediaciji,
vendar imajo pomembno vlogo pri Zivljenju v tleh. Mozno je tudi, da se je med
remediacijo tal EDTA vezala v trdno fazo tal in tako postala nedosegljiva tudi po kon¢nem
izpiranju z 80 L ¢iste vode. Ceprav v literaturi ni podatkov o negativnem vplivu EDTA na
organizme, bi le-ta lahko vplivala na izogibanje deZevnikov.

pH in vsebnost organske snovi se po remediaciji med posameznimi spiranji z EDTA nista
bistveno razlikovali, tako da ta dva parametra nista vplivala na izogibanje dezevnikov.

Stresa pri deZevnikih ni bilo zaznati. DeZevniki se niso zbirali v skupke, so se prosto gibali,
vsi deZevniki so bili prisotni v zemlji (jih ni bilo na stenah posod). Tudi smrtnosti
dezevnikov ni bilo zaznati, saj je pri vseh ponovitvah umrl le en deZevnik.

Na podlagi tega lahko sklepamo, da izogibalni test z deZevniki Eisenia fetida ni primeren
za ugotavljanje biodosegljivosti tezkih kovin, ki v tleh preostanejo po remediaciji tal z
EDTA.

Iz pridobljenih rezultatov lahko zaklju€imo, da bi bilo smiselno povecati Stevilo ponovitev
in podaljSati ¢as izpostavljenosti deZevnikov kontrolnim in testnim tlom. Na to nakazuje
dejstvo, da so se tudi v obravnavanju kontrola — kontrola dezevniki neenakomerno
porazdelili. Morda bi bilo smiselno v eni ponovitvi uporabiti vec¢je Stevilo dezevnikov (ne
10, ampak 40-50).

Variabilen odziv dezevnikov na izogibanje v nasem poizkusu kaZe na to, da bi bilo
potrebno prirediti eksperimentalne razmere.
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5.2 SKLEPI

Izogibalni test z dezevniki se v naSem primeru ni izkazal kot ustrezna metoda, s katero bi
na podlagi izogibanja deZevnikov lahko sklepali o onesnaZenosti tal s tezkimi kovinami.
Glede na rezultate, ki se nanasajo na remedirana tla, ne moremo potrditi zaklju¢kov drugih
raziskav o potencialni sploSni uporabnosti izogibalnega testa za oceno onesnazenosti tal.

Glede na postavljeno hipotezo ne moremo potrditi, da dezevniki, kot bioindikatorji,
sploSno reagirajo (se izogibajo) onesnazenim tlom s tezkimi kovinami. Vendar nismo
opazili, da ima remediacija onesnazenih tal s tezZkimi kovinami bistven vpliv na zivljenje
deZevnikov. Potrebne so dodatne raziskave, ki bi natancneje pokazale na morebitno
uporabnost izogibalnega testa v primeru remediranih tal.
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6 POVZETEK

Mnogi viri poro¢ajo o mo¢no povisanih koncentracijah kovin v biosferi povsod po svetu
(Yanqun in sod., 2004; Archer in Caldwell, 2004; Vashegyi in sod., 2005). Onesnazenje tal
s tezkimi kovinami kot posledica industrializacije in moderne agronomske prakse
predstavlja velik problem, saj so tezke kovine v tleh tezko razgradljive in predstavljajo
dolgorocen negativen vpliv na okolje in zdravje. Tla so vir hrane za c¢loveka, zato je
potrebno onesnazena tla remidirati. V raziskavi smo uporabili remediacijsko metodo
izpiranja tal z ligandom, etilendiamin tetraocetno kislino, EDTA.

Poleg celokupne koncentracije je za toksi¢nost onesnazil v tleh pomembna tudi njihova
mobilnost (in s tem njihovo spiranje iz tal) in njihova biodosegljivost. Zaradi prakti¢nih
razlogov (visoka cena kelatnih ligandov in delna ucinkovitost pri odstranjevanju tezkih
kovin, moc¢no vezanih v tla) je cilj remediacije tal zmanjSanje toksi¢nega dela tezkih kovin
v tleh (zmanjSanje njihove mobilnosti, fito- in bio- dosegljivosti), Ceprav jih iz tal
popolnoma ne odstranimo.

Tla iz Zerjavskih vrtov (Meziska dolina) smo remedirali s spiranjem z razli¢nimi
koncentracijami EDTA. Ucinkovitost remediacije smo ugotavljali s primerjavo
frakcionacije Pb, Zn in Cd (doloCenih s Seststopenjsko sekven¢no ekstrakcijo), mobilnosti
Pb, Zn in Cd (s »Toxicity Characteristic Leaching Procedure«, TCLP metodo) in oralne-
biodosegljivosti Pb (doloc¢ene s fiziolosko osnovanim testom biodosegljivosti, PBET) v
neremediranih in remediranih tleh. Ucinkovitost remediacije v smislu vpliva na talne
organizme smo testirali s standardiziranim izogibalnim testom z deZevnikom Eisenia
fetida. 1zogibanje smo ocenili s primerjavo kontrolnih tal, ki so bila sprana z 4X40 mmol
kg'l EDTA in testnih tal (neremedirana tla in remedirana tla z 2,5, 5, 10, 20, 40 mmol kg'l
EDTA). DeZevniki so na ta nacin izbrali za njih ustreznejsa tla.

V nekaterih raziskavah (Yeardley in sod., 1996; Hund-Rinke in sod., 2005) so prisli do
zakljucka, da je izogibalni test z deZevniki primerna metoda dolocCanja onesnaZenosti tal.
Nasi rezultati pa so v nasprotju s temi ugotovitvami, saj se izogibalni test ni izkazal kot
primerna metoda za oceno uspeSnosti remediacije, saj izogibanje ni bilo v nobenem
primeru dovolj izrazito. Iz naSe raziskave je razvidno, da izogibalni test ne more
nadomestiti in vitro testov pri oceni biodosegljivosti in s tem uspesnosti remediacije tal.

Potrebne bodo Se dodatne raziskave za razumevanje izogibalnega testa in za oblikovanje in
vivo testov, s katerimi bomo lahko ocenili onesnaZenost tal in uspe$nost remediacije le-teh.
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