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Z delom, predstavljenim v doktorski disertaciji, je bila raziskana ucinkovitost
stabilizacije oz. imobilizacije potencialno strupenih kovin (PSK; Pb, Zn, Cu in Cd)
z dodajanjem hidroksiapatita (HA) in komercialnega stabilizanta Slovakita tlem,
onesnazenimi s PSK. Raziskan je tudi vpliv zivih okoljskih dejavnikov
(dezevniskih vrst Z. zerrestris in D. venmefa, kot modelni vrsti) na usodo
imobiliziranih PSK v remediranih tleh. Z razli¢nimi ekstrakcijskimi testi je bilo
dokazano, da se je z dodajanjem aditivov tlom (5 % w/w) znizala biodostopnost in
mobilnost PSK (ekstrakcije z dietilentriaminpentaocetno in etilendiamintetraocetno
kislino), posledi¢no tudi fitodostopnost PSK v tleh (ekstrakcije z CaCl, in
NH40Ac), in da so PSK presle iz bolj mobilnih v manj mobilne ali nemobilne
frakcije (sekvencna ekstrakcija). Znizanje oralne biodostopnosti PSK v remediranih
tleh je bilo dokazano na primeru dodajanja 5 % HA tlem (Unified BARGE
Method). Stabilizacija tal je izboljSala funkcionalnost in kakovost tal;, B-
glukozidaze in dehidrogenaze (DHA) ter z glukozo inducirano dihanje (zvisano do
5,2- kratnika po dodatku aditivov) so se izkazali kot najobcutljivejsi parametri pri
spremembah pH, CEC in potencialne biodostopnosti PSK ter posledicno kot
primerni potencialni indikatorji kakovosti tal. Dostopnost PSK je bila zaradi
delovanja dezevnikov povecana s ¢imer je bil kon¢ni ucinek stabilizacije zmanjsan,
obenem pa je bilo izbolj$ano funkcionalno stanje tal (porast z glukozo induciranega
dihanja in DHA aktivnosti). Za povecanje ucinkovitosti stabilizacije onesnazenih
tal sta bili po dodatku HA dodani tri natrijeva sol [S,S]-EDDS in melasa.
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The aim of doctoral work was to evaluate the effectiveness of stabilization i.e.
imobilization of potentially toxic metals (PTMs; Pb, Zn, Cu and Cd) by adding
hydroxyapatite (HA) and commercial stabilizant Slovakite to soil contaminated
with PTMs. The impact of biotic environmental factors (two earthworms species Z.
terrestris and . veneta, as a model species) on the fate of imobilised PTMs in
remediated soil was also considered. By means of different extraction tests it was
determined that both aditives (5 % w/w each) were successful in lowering PTMs
bioaccessibility and mobility (extraction tests with dietylenetriaminepentaacetic
acid and ethylenediaminetetraacetic acid), phytoaccessibility (extractions with 0,01
M CaCl, and NH4OAc) as well as in converting the most labile PTMs chemical
forms into less labile soil fractions (sequential extraction). Oral bioaccessibility of
PTMs was effectively reduced by the addition of 5 % hydroxyapatite (in
gastrointestinal fraction concentration of Pb was reduced from 4 to 14 times after
remediation), which was determined by UBM (Unified BARGE Method). At the
same time functionality and quality of soil were improved due to soil stabilization;
activity of B- glucosidase and dehydrogenase (DHA) as well as glucose-induced
respiration (increased even 5,2 times after remediation) were most sensitive
parameters to pH, CEC and PTM potential bioaccessibility changes in the soil,
demonstrating their potential as indicators of soil quality. General increase of PTMs
bioaccessibility was noticed after earthworm’s incubation, indicating that the
stabilization effect may decrease over time. On the other hand soil functioning after
remediation was improved due to earthworm’s activity. It was reflected in the
increased induced respiration rate and increased DHA activity. We also tried to
improve  soil  stabilization by adding tri-sodium salt of [S,S]-
ethylenediaminedisuccinate and molasses after soil mixing with hydroxyapatite.
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1 UVOD

Tla so pocasi obnovljiv, kompleksen in dinamicen sistem, katerega funkcije so bistvenega
pomena za ¢lovekove dejavnosti ter delovanje ekosistema (Proposal for ..., 2006). Razvoj
industrije, promet in Siritev mest tekmujejo s kmetijstvom za iste povrSine in lahko
povzrocijo vnos potencialno nevarnih snovi v tla, kar lahko ogrozi kakovost tal (Gréman in
sod., 2004). Glede na kemijsko sestavo, onesnazila delimo v dve skupini - anorganska in
organska. V Evropi je najvecji onesnazevalec tal industrija (60 %), najvecja onesnazila pa
so potencialno strupene kovine - PSK (37 %) in mineralna olja (33 %) (Soils policy ...,
2012). Tudi v ZDA belezijo podoben trend - kar Sest od enajstih najpogostejsih onesnazil
predstavljajo PSK- svinec (Pb), krom (Cr), kadmij (Cd), nikelj (Ni) in cink (Zn) ter arzen
(As) (Contaminants and ..., 1995).

PSK so v tleh v nizjih koncentracijah naravno prisotne, v preteklih desetletjih pa so se
njihove koncentracije povecale predvsem zaradi ¢lovekovih aktivnosti - rudarjenja, taljenja
rude, industrije, prometa, kmetijstva, pa tudi neustreznega odlaganja industrijskih in
gospodinjskih odpadkov (Bolan in sod., 2003; Zupan in sod., 2007). PSK antropogenega
porekla so pogosto bolj dostopne in bolj mobilne od tistih, ki so v tleh naravno prisotne
(Adriano, 2001). Zaradi potencialne strupenosti in moznosti onesnazenja podtalnice,
obstaja velika nevarnost vnesenih PSK Ze v zacetni fazi onesnazenja, saj je takrat najvec
kovin v izmenljivi in mobilni frakciji (Nowack in sod., 2010). S ¢asom se ta ucinek lahko
zmanj$a, saj se PSK lahko pretvorijo v stabilnejSe frakcije (s porazdelitvijo med trdno in
tekoCo frakcijo), kar lahko traja od nekaj mesecev do nekaj let in ne pomeni zmanjSanja
nevarnosti in tveganja za okolje (Gusiatin in Klimiuk, 2012). Za razliko od organskih
onesnazil se PSK v tleh ne razgradijo (niti po kemijski, niti po mikrobioloski poti), temve¢
v tleh povzrocajo kroni¢ne vplive na okolje. Izjema so le kovine, ki jih mikroorganizmi
pretvorijo v hlapne oblike kot je npr. zivo srebro (mikrobne pretvorbe obsegajo predvsem
redukcijo Hg”", metilacijo Hg in dimetilacijo metilnega Zivega srebra (MeHg); metil-
derivati se potem odstranjujejo iz tal z izparevanjem) (Adriano in sod., 2004).

Tla predstavljajo najpomembnej$i ponor PSK v kopenskih ekosistemih z omejeno
zadrzevalno kapaciteto; ione kovin lahko zadrzijo skozi procese sorpcije, obarjanja,
kompleksiranja ali redoks reakcije s talnimi sestavnimi deli (Adriano in sod., 2004). V
kolikor je ta zadrzevalna kapaciteta tal presezena, se pri¢nejo v tleh pojavljati mobilne
kovine, ki so bodisi raztopljene v talni raztopini ali vezane na izmenljiva mesta organske
snovi ali anorganskih komponent (Adriano, 2001). Prav mobilizirane PSK predstavljajo
najvecjo groznjo ekosistemom. PSK pri rastlinah povzrocajo inaktivacijo encimov,
blokiranje funkcionalnih skupin bioloSko pomembnih molekul in poskodbe biomembran
(Lestan, 2002). Clovekovo zdravje lahko ogrozijo z vstopom v prehranjevalno verigo - s
prehrano z zivili, gojenimi na onesnazenih obmocjih, s pitjem onesnazene vode,
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neposrednim vdihovanjem prasnih talnih delcev ali zauzitjem onesnazenih tal, ¢emur so
zaradi igralnih navad najbolj izpostavljeni otroci (Madrid in sod., 2006). Kroni¢ne
zastrupitve pri odraslem cloveku predstavljajo bistveno vecje tveganje za zdravje kot
akutne zastrupitve (Zupan in sod., 2007); kadmij (Cd), baker (Cu), svinec (Pb), zZivo srebro
(Hg), nikelj (Ni) in cink (Zn) veljajo za najbolj nevarne PSK, zato jih Ameriska agencija za
varstvo okolja (US EPA) uvrs¢a na prednostni seznam onesnazil (Mulligan in sod., 2001).
Zn in Cu sta esencialna mikroelementa, ki pa imata pri povisanih koncentracijah predvsem
negativne ucinke. Pb in Cd sta v neonesnazenih tleh prisotna v zelo nizkih koncentracijah;
normalna povprec¢na vsebnost Cd v tleh je 1 ppm, Pb pa manj kot 10 ppm (Mulligan in
sod., 2001). Svinec vstopa v telo predvsem z zauzitjem, vdihovanjem ali preko koze. V
telesu se akumulira in tako vpliva na centralni zivéni sistem in reprodukcijo, povzroca pa
tudi resne okvare ledvic; za otroke, mlajSe od Sestih let, zato za zdaj ni mogoce dolociti
varne koncentracije Pb. Kadmij lahko vstopi v prehranjevalno verigo z zauzivanjem na
onesnazenih tleh pridelane hrane, povzroca pa motnje metabolizma kalcija in posledi¢no
osteoporozo. Dolgotrajnejsa izpostavljenost preko vdihovanja in zauzitja povzroca okvaro
pljuc in ledvic. Zastrupitve z Zn in Cu so redke, pa vendar povecan vnos Zn s prehrano
lahko povzroci motnje metabolizma holesterola, Cu pa drazi dihalne poti, moti ravnotezje
Zn v organizmu in v visokih koncentracijah lahko povzro¢i poskodbe jeter in ledvic,
organov, v katerih se Cu v najvecji meri akumulira (Bradl in sod., 2005).

Degradacija tal je poCasen proces, ki pogosto nima hipnih dramati¢nih posledic. Zaradi
puferskih sposobnosti tal skodo, ki jo povzrocajo razliéne dejavnosti, pogosto opazimo
Sele, ko se je ne da ve¢ popolnoma odpraviti. Ozavescenost javnosti o tleh kot ogrozenem
naravnem viru je v primerjavi z vodo in zrakom manjSa prav zaradi zakasnjenega ucinka
onesnazenosti, ki je posledica puferske sposobnosti tal (Lestan, 2002). Tla so v primerjavi
z zrakom in vodo trenutno v neenakopravnem polozaju predvsem na podrocju zakonodaje,
kljub temu da je pravilno delovanje tal osnova za delovanje ekosistemov in ekonomijo.

Tematska strategija za zascCito tal (COM(2006)231), ki jo je sprejela Evropska Komisija
septembra 2006, je namenjena razvoju trajnostnega ravnanja s tlemi, zas¢iti pred nadaljno
degradacijo, ohranjanju funkcionalnosti tal ter obnavljanju degradiranih tal (Report from
..., 2012). Sestavni del strategije je predlog okvirne direktive o tleh (COM(2006)232), ki
temelji na treh tematskih sklopih: na uvajanju preventivnih ukrepov, opredelitvi problemov
in izvajanju operativnih ukrepov. Cilj direktive je poenotenje skupne zaS€ite in ravnanja s
tlemi za celotno Evropo (The state of ..., 2012). Nekatere drzave ¢lanice so predlogu za
okvirno direktivo iz leta 2006 nasprotovale in so v Svetu leta 2010 blokirale sprejetje
zakonodaje; sklicevale so se na argument subsidiarnosti, dodatne stroske in
administrativno obremenitev. Ker degradacija tal nedvomno povzrofa tudi ¢ezmejne
ucinke, je usklajevanje politike na evropski ravni povsem upravi¢eno. Eno od klju¢nih
porocil Evropske agencije za okolje (EEA) in Skupnega raziskovalnega sredis¢a Evropske
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komisije (JRC) o stanju tal v Evropi v letu 2012 (Izvajanje Tematske strategije ..., 2012)
ugotavlja, da se degradacija tal v EU nadaljuje, da se v nekaterih delih Evrope polozaj celo
zaostruje in da obstojece politike in zakonodaja na ravni EU ter na nacionalni in regionalni
ravni ne zadostujejo za popolno zascCito tal. Zaradi tega je potrebno sprejeti ukrepe na
lokalni in regionalni ravni, kjer se politika varstva tal izvaja; vrzeli v ukrepih varstva tal pa
obravnavati na skupni osnovi v EU. Trenutno ima le devet drzav c¢lanic EU specifi¢no
zakonodajo za varstvo tal (posebej za onesnazenost) (Soil ..., 2012). Da je problem tudi
globalen govori podatek, da letno izgubimo kar 24 milijard ton tal. V Indiji je po podatkih,
objavljenih tudi s strani Evropske komisije (Report from ..., 2012), okrog 36 000
onesnazenih podrocij, na Kitajskem med 300 000 in 600 000. V EU je onesnazevanje tal
resen problem (Slika 1), ¢eprav predstavlja le enega izmed vidikov degradacije tal.
Evropska Agencija za okolje je leta 2006 ocenila, da je v EU prisotnih okoli tri milijone
potencialno ogrozenih obmocij, od katerih 250 000 onesnaZenih nujno potrebuje
remediacijo. Komisija je leta 2006 ocenila, da bi lahko skupni stroski degradacije tal v EU-
25 znasali 38 milijard EUR letno (Report from ..., 2012; Izvajanje Tematske strategije ...,
2012).

Potencialne onesnazevalne

aktivnosti (ocena) 2925

Potencialno onesnazena

obmotja (identificirana) 1823

Onesnazena obmocja

(ocena) 242

Remedirana obmocja 81

Q 5QQ \QQQ \5QQ %QQQ ’L‘JQQ %QQQ '5‘-’06

Stevilo obmogij v letu 2006 (x 1 000)

Slika 1: OnesnaZena podroc¢ja v Evropi leta 2006; status onesnazenih in remediranih tal v Evropi (Overview
of ..., 2012)

Figure 1: Contaminated sites in Europe, 2006; status of identification and clean-up of contaminated sites in
Europe (Overview of ..., 2012)

Vecina evropskih drzav v zakonodaji podaja dopustne meje onesnazil, vendar te meje
varirajo in pogosto ne upostevajo multifunkcionalne rabe tal (Environmental assessment ...,
2008). Tako je v Republiki Sloveniji Se vedno veljavna Uredba o mejnih, opozorilnih in
kriticnih imisijskih vrednostih nevarnih snovi v tleh (Ur. L. RS, 68/96), ki mejno,
opozorilno in kriti¢no koncentracijo podajajo kot celokupno koncentracijo kovin, ceprav je
znano, da so transport, mobilnost, biodostopnost in izpiranje kovin bolj od njihove
koncentracije odvisni od njihovih kemijskih oblik in porazdeljenosti po razlicnih talnih
frakcijah (Mulligan in sod., 2001; Kumpiene in sod., 2007). Potrebna bi bila nadgradnja
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obstojecih kriterijev vrednotenja po obstojeci uredbi, ki torej ne bi temeljili zgolj na
celokupnih koncentracijah anorganskih ali organskih onesnazil brez upostevanja njihovega
biodostopnega deleza. Poleg te Uredbe, so bili na podlagi Zakona o varstvu okolja (Zakon
o varstvu ..., 2006) sprejeti razliéni podzakonski akti in programi s podrocja varstva tal:
Uredba o mejnih vrednostih vnosa nevarnih snovi in gnojil v tla (Uredba o mejnih ...,
2005), Pravilnik o obratovalnem monitoringu pri vnosu nevarnih snovi in rastlinskih hranil
v tla (Pravilnik o obratovalnem ..., 1997), Pravilnik o obremenjevanju tal z vnaSanjem
odpadkov (Pravilnik o obremenjevanju ..., 2003), Nacionalni program varstva okolja
(Program ukrepov na podro¢ju varstva tal) (Nacionalni program ..., 1999) in Resolucija o
nacionalnem programu varstva okolja 2005-2012 (Resolucija o nacionalnem ..., 2006).
Nekatere evropske drzave (npr. Nemcija) v svoji zakonodaji opozorilne in mejne vrednosti
kovin v tleh predpisujejo glede na obliko rabe tal (otroska igris€a, parki in povrSine za
rekreacijo, stanovanjska obmocja, industrijske cone), pa tudi glede na potencialno pot
vnosa kovin (oralni vnos pri ljudeh, privzem v rastline, spiranje v podtalnico). Poleg
celokupne koncentracije PSK (izluzevanje z raztopino agua regia) njihova zakonodaja
vkljucuje tudi ekstrakcijo z amonijevim nitratom, kar jim omogoca dolocanje vsebnosti
kovin v tleh za vsak, to¢no doloCen primer (npr. vnos Cd, Pb in talija v rastline na

.....

Zaradi nevarnosti, ki jih s PSK onesnazena tla povzroc¢ajo na ¢lovekovo zdravje in okolje,
je onesnazena tla potrebno remedirati, s ¢imer mobilizirane, Skodljive PSK pretvorimo v
nemobilne, varne oblike, ali jih popolnoma odstranimo iz tal. Izbira ustrezne metode
remediacije je odvisna od znalilnosti onesnazenega obmocja, koncentracije in vrste
onesnazila, ki jih Zzelimo odstraniti ter konc¢ne uporabe onesnazenega obmocja oz.
zahtevane stopnje ociS¢enja tal, ki jo dolo¢a zakonodaja in raba tal (Mulligan in sod., 2001;
Lestan, 2002).

Remediacijske metode glede na lokacijo delovanja delimo v dve skupini- v t. i. 7z s7fu
metode (npr. pokrivanje tal, solidifikacija, stabilizacija, fitoekstrakcija, izpiranje tal) in exr
sizu metode (izkop in deponiranje tal, pranje tal, izpiranje tal, elektrokineti¢na
remediacija). V urbanem okolju, kjer je potrebna hitra remediacija onesnazenega obmocja,
so exr szu tehnike bolj primerne, predvsem zaradi preprecevanja Sirjenja onesnazenja,
medtem ko je v primeru remediacije velikih povrsin (npr. v okolici rudnika) ustreznejsi 7z
sizu pristop (Dermont in sod., 2008). Obicajno se z 7z s/z« remediacijo dosezejo trije cilji:
zmanjSanje spiranja kovin, njihove strupenosti ter spodbujanje rasti vegetacije (Martin in
Ruby, 2004).

Konvencionalne remediacijske tehnike, med katere uvrS€amo izkopavanje, transport in
zamenjavo onesnazenih tal z neonesnazenimi tlemi, so uc¢inkovite, ampak ekonomsko zelo
zahtevne (Lee in sod., 2009) in lahko negativno vplivajo na strukturo tal in talno biologijo
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(Friesl-Hanl in sod., 2009). PSK je iz tal mogoc¢e odstraniti tudi s pranjem z razli¢nimi
kelatnimi ligandi (npr. etilendiamintetraocetno kislino, EDTA), ali s kombinacijo kislin in
kelatnih ligandov. Odstranitev PSK iz tal s pomocjo akumulacije v rastlinah omogoca
fitoremediacija; elektrokineticne metode odstranjujejo PSK po principu elektri¢nega polja,
hidrocikloni delujejo na podlagi mehani¢nega lo¢evanja onesnazenih delcev; flotacija in
gravimetrijsko posedanje pa delujeta v sistemih trdna faza - tekoCina. Pirometalurski
procesi temeljijo na uporabi visokih temperatur, pri ¢emer onesnazila izhlapijo in jih je
posledi¢no mogoce odstraniti ali imobilizirati. Biokemi¢ne metode zajemajo ekstrahiranje
kovin z mikrobioloSkimi procesi, bioizpiranje ter oksidacijske in redukcijske reakcije
(Mulligan in sod., 2001). V dolo¢enih primerih je bolj kot odstranjevanje PSK iz tal
primernejSa njihova imobilizacija, kar dosezemo s prekrivanjem onesnazenih tal z
asfaltom, drugim nepropustnim materialom ali s prekrivanjem onesnaZzene lokacije z
neonesnazenimi tlemi. Vitrifikacija zajema imobilizacijo PSK s segrevanjem onesnazenih
tal do 2000 °C (Lestan in sod., 2008). Solidifikacija imobilizira PSK z dodajanjem aditivov
(npr. cement), ki omogocajo vezavo PSK v trdno matriko. Pri fitostabilizaciji rastline
proizvajajo kemijske spojine in na ta nacin imobilizirajo PSK v obmocju stika korenine/tla
(Kumpiene in sod., 2008).

Stabilizacija temelji na dodajanju stabilizanta onesnazenim tlem oz. aditiva, ki bo vplival
na prehod PSK iz mobilnih v fizikalno-kemijsko stabilne kovine. Na ta nacin se reducira
njihova mobilnost in tveganje, ki ga predstavljajo za okolje (Bade in sod., 2012), brez
nastanka stranskih produktov (Lee in sod., 2011a). Stabilizacija oz. imobilizacija PSK v
tleh je zelo obetavna remediacijska tehnika, predvsem zaradi svoje enostavnosti in visoke
ucinkovitosti, 7z szzz izvedbe in, kar je zelo pomembno, nizkih stroSkov (Guo in sod.,
2006). K znizanju stroskov prispevajo predvsem 7z szzu izvedba (Mulligan in sod., 2001),
uporaba ze obstojeCe kmetijske mehanizacije (Friesl-Hanl in sod., 2009) ter uporaba
naravnih materialov in odpadnih produktov kot stabilizantov (Guo in sod., 2006). Cena
postopka zz sizu stabilizacije znasa od 40-65 $/m’ in je v primerjavi s strogki
konvencionalnih tehnik remediacije tal (izkop/deponiranja tal) nizja (cene se gibljejo od
300-500 $/m’), nizja je tudi od stroskov solidifikacije tal (128-248 $/m’) in izrazito
ugodnejia od postopka pranja tal (358-1717 $/m’) (Dermont in sod., 2008). Sama
tehnologija stabilizacije je Se vedno v fazi raziskovanja in razvoja, tako v Evropi kot v
ZDA (Dermont in sod., 2008).

Stabilizacija je najbolj primerna za remediacijo velikih povrsin, kjer so onesnazila prisotna
predvsem v povrsinskem sloju (Mulligan in sod., 2001). Stabilizacija se je prvotno zacela
uporabljati za ¢iSCenje onesnazenih voda sredi prejSnjega stoletja in od takrat dalje se
intenzivno uporablja tako za vode kot za tla (Guo in sod., 2006). Za stabilizacijo kovin so
na voljo Stevilni, tudi testirani aditivi- stabilizanti (Preglednica 1). Med njimi so tako
kmetijski (apno (Geebelen in sod., 2003), fosfati (Basta in McGowen, 2004) in organske
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snovi (Brown in sod., 2004)) kot tudi industrijski produkti (npr. zeolit (Oste in sod., 2002))
in rdece blato (Lombi in sod., 2002; Gray in sod., 2006). Da bi se aditivi lahko uporabljali
kot stabilizanti v procesih remediacije tal, morajo imeti visoko sorptivno sposobnost in ne
smejo Skoditi strukturi tal, rodovitnosti in dostopnosti hranil (Usman in sod., 2005).

Preglednica 1: Pregled objavljenih u¢inkovitosti aditiva (Kumpiene in sod., 2008: 222)
Table 1: Summary of the reported efficiencies of the amendments (Kumpiene in sod., 2008: 222)

Aditiv As Cu Cr Zn Pb
Fosfat'ni ) n n —
material

Organska snov +/- +/- ++ +/- +/-
Glina - + - ++ +/-
Alkahp ++ +/- ++ + +
material

Fe oksidi ++ +/- ++ + +
Mn oksidi ++ -

(++) = zelo dobro, (+) = zadovoljivo dobro, (+/-) = razli¢ni rezultati kaZejo majhno izboljsanje ali bodisi
pozitivne kot tudi negativne vplive na mobilnost elementa, (-) = izogibati se teh aditivov, zaradi oCitnega
negativnega vpliva na spiranje elementov, ( ) = niso najdeni v literaturi.

(++) = very good, (+) = satisfactory to good, (+/-) = showing week improvements or both positive and
negative effects on the element mobility, (-) = avoidable due to obvious negative effects on the element
leaching, () = not found in the reviewed literature.

Z imobilizacijo PSK zmanjSamo potencial za spiranje kovin, njihovo biodostopnost in
prehod v prehranjevalno verigo preko naslednjih mehanizmov: kationske izmenjave,
povecane adsorbcije kovin, precipitacije kovin kot fosfatov, hidroksidov ali karbonatov in
ustvarjanja netopnih kovinsko-organskih kompleksov v primeru uporabe organskih
aditivov (Bolan in sod., 2003). Celokupna koncentracija kovin v tleh sicer ostane ista,
spremeni se le oblika PSK. Mobilne PSK postajajo nemobilne in zato manj Skodljive ali
celo povsem neskodljive. Ucinkovitost aditivov za imobilizacijo kovin je odvisna
predvsem od fizikalnih in kemijskih lastnosti kovin ter aditivov/stabilizantov, kjer
mobilnost kationov predstavlja eno izmed najpomembnejSih specifi¢nih kemijskih
lastnosti, saj ta dolo¢a usodo kovin v okolju ter njihovo strupenost. Mobilnost kovin je zelo
razlina, zato je zelo tezko najti aditiv, ki bo lahko stabiliziral ve¢ kovin hkrati. V uporabi
so sicer tudi aditivi, ki so sposobni imobilizirati ve¢ kovin hkrati, na podlagi dosedanjih
raziskav pa lahko ugotovimo, kateri so ti aditivi in v kolikSnih koli¢inah jih moramo
uporabljati (Guo in sod., 2006).

V literaturi najdemo Stevilne raziskave na temo biodostopnosti in biodosegljivosti PSK, ob
tem pa tudi razlicne definicije teh dveh pojmov. Po zauZitju tal se v prebavnem traktu
onesnazila delno ali popolnoma sprostijo. Del onesnazil, ki se iz tal izlo¢i v prebavne
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sokove, dolo¢a biodostopna frakcija. Biodostopna frakcija se prenese preko Crevesnega
epitelija v portalno veno ali limfo in lahko se zgodi, da se del onesnazila metabolizira in
izlo¢i v c¢revesnem epiteliju ali razgradi v jetrih (predsistemska presnova). Frakcija
onesnazila, imenovana biodosegljiva koncentracija, preide skozi jetra nespremenjena ter
kon¢no prispe v krvni obtok, kjer postane strupena za organe in tkiva. Oralno
biodosegljivost onesnazil iz tal torej pogojujejo funkcija biodostopnosti, transporta skozi
¢revesni epitelij in predsistemske presnove (Oomen in sod., 2003). Biodosegljiva frakcija
je manjSa od biodostopne in se lahko neposredno meri le v zivem organizmu (Lee in sod.,
2009). Vse pogosteje so za preucevanje biodostopnosti v uporabi t.i. 7z vizzo raziskave, ki
doloc¢ajo biodostopnost PSK za oceno in napovedovanje biodosegljivosti. Te metode so
cenovno ugodne, enostavne, hitre, ponovljive in eticno sprejemljive (Patinha in sod.,
2012). Z biodostopno koncentracijo PSK bomo oznadili koncentracijo PSK, ki jo
organizmi potencialno lahko privzamejo in ki imajo posledi¢no vpliv na bioloski material.

Dosedanje raziskave so bile osredotoene predvsem na doloCanje vpliva razli¢nih
anorganskih aditivov na zmanj$anje biodostopnosti PSK v tleh (kot primarne ocene za
ucinkovitost remediacije tal), medtem ko je vpliv teh aditivov na kakovost tal in
funkcionalno obnavljanje Sele v zadnjem cCasu postalo zanimivo. Za oceno strupenega
vpliva onesnazila in dolocanje znalilnosti onesnazenega podro¢ja ne zadoS¢a zgolj
poznavanje fizikalno-kemijskih lastnosti tal, saj se s tem ne zajemajo niti vplivi kemijskih
spojin na organizme, niti interakcije med onesnazilom, talno matriko in bioto (Lee in sod.,
2009). Kakovost tal je definirana kot sposobnost tal za izpolnjevanje njegovih edinstvenih
ekosistemskih funkcij (Wang in sod., 2006), ki so bistvenega pomena za ljudi in okolje. Te
funkcije je zelo tezko neposredno meriti, zato jih lahko zgolj ocenimo z pomocjo t. i.
indikatorjev kakovosti. Encimi veljajo za ene najbolj obcutljivih indikatorjev kakovosti
(bioloski indikatorji), saj se na spremembe v ravnanju s tlemi odzovejo skoraj hipoma (Soil
quality ..., 2011). Mikrobna aktivnost v tleh ima zelo pomembno vlogo pri razgradnji
organskih snovi in krozenju elementov in na ta nacin vpliva na vse organizme v tleh
(Garau in sod., 2007). PSK lahko vplivajo na mikrobno oz. encimsko aktivnost in jo lahko
pospesijo ali celo inhibirajo (Kandeler in sod., 1996; Zhang in sod., 2010). Na podlagi tega
pri monitoringu funkcionalne degradacije tal onesnazenih s PSK ter obnove in izbolj$anja
dolocenih funkcij tal po remediaciji poleg kemijskih in fizikalnih lastnosti tal uporabimo
tudi meritve mikrobne oz. encimske aktivnosti (Wang in sod., 2006; Garau in sod., 2007;
Lee in sod., 2009). S takSnim pristopom lahko ocenimo vpliv PSK na naravne ekosisteme
(Zhang in sod., 2010).

Po 7z siru uporabi aditivov za stabilizacijo PSK, zacnejo v remediranih tleh delovati
razliéni zivi in nezivi okoljski dejavniki, ki s€asoma lahko spremenijo lastnosti tal in
onesnazil ter na ta nafin zmanjSajo ucinek imobilizacije PSK. Pri tem lahko pride do
prehoda imobiliziranih PSK v mobilnejSe in bolj biodostopne oblike. Dosedanje raziskave
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so bistven poudarek namenjale simuliranju vpliva nezivih okoljskih dejavnikov v
stabiliziranih tleh, npr. temperaturne spremembe (Schrek in sod., 2011) in redoks cikli
(Contin in sod., 2007). Tla je pri izdelavi ocene tveganja potrebno obravnavati kot
dinamicen sistem, kjer talna biota vpliva na distribucijo, mobilnost in posledi¢no
biodostopnost PSK (Sizmur in sod., 2011a). Dezevniki, upravi¢eno imenovani
ekosistemski inzenirji, predstavljajo v tleh do 80 % skupne biomase talne faune (Kabata-
Pendias, 2001) in so zelo pomemben ¢len pri razgradnji organske snovi in krozenju
nutrientov, zato so zelo primerni kot indikatorski organizmi za oceno bioloskega vpliva
onesnazevalcev tal (Sizmur in Hodson, 2009). Dezevniki lahko pozitivno vplivajo na
degradirana tla (Butt, 1999), vklju¢no z vplivom na mikrobne populacije v tleh, njihovo
aktivnost (McLean in sod., 2006) in posledi¢no na encimsko aktivnost v tleh (Zhang in
sod., 2010). Torej bi lahko pricakovali, da prisotnost dezevnikov v tleh preprecuje
funkcionalno degradacijo onesnazenih tal in spodbuja okrevanje in obnavljanje tal po
remediaciji z metodo stabilizacije.

Rudarjenje in talilniski procesi nedvomno predstavljajo visoko tveganje za onesnazenje tal
s PSK. Disperzijo PSK v zraku lahko zaznamo tudi nekaj kilometrov od emisijskega vira
(Adriano, 2004). Taks$na tla so bila tudi predmet nasih raziskav, preucevali smo tla iz
Podklostra na avstrijskem Koroskem ter tla v Meziski dolini.

Cilj raziskovalnega dela je celovita ocena ucinkovitosti imobilizacije PSK v onesnazenih
tleh po dodatku stabilizantov: hidroksiapatita, Slovakita (anorganske mesanice dolomita,
diatomita, smektita, bazaltnega tufa, bentonita, alginita in zeolita) in kalcijevega
polisulfida. Kon¢ni cilj raziskave je preveriti moznost vrnitev remediranih tal v naravno
okolje, glede na frakcionacijo in biodostopnost kovin in vpliva remediacijskih postopkov
na kakovost tal in ohranitev (obnovitev) talnih funkcij. PoskuSali smo izbrati ¢im bolj
primerne encimske teste ter kemijske ekstrakcije za monitoring vpliva aditiva na tla
onesnazena s PSK.

Cilj raziskav je bil tudi oceniti dolgoro¢ni ucinek stabilizacije in sicer vpliv dezevnikov iz
dveh razlicnih ekoloskih skupin: Zumbricus terrestris in Dendrobaena veneta kot
modelnih bioloskih dejavnikov okolja na kakovost in lastnosti tal ter prehodnost PSK v
mobilnejSe in bolj biolosko dostopne oblike, kar bi zmanjSalo kon¢ni ucinek
remediacije.Uc¢inkovitost stabilizacije smo skusSali izboljSati s povecanjem kemijske
dostopnosti PSK za stabilizante po dodatku biolosko razgradljivega liganda tri-natrij-[S,S]-
etilendiamindisukcinata v tla. Stabilizacijo kovin smo ocenili ne le prek vpliva na
mobilnost in biodostopnost PSK ampak tudi s stali§¢a oralne biodostopnosti.
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1.1 HIPOTEZE
Nase hipoteze so:

I. Stabilizacija tal z dodatkom stabilizantov hidroksiapatita in Slovakita bo poleg
zmanj$anja mobilnosti in biodostopnosti PSK vplivala tudi na funkcioniranje tal.

II. Vpliv dezevnikov kot zivih dejavnikov okolja bo vplival na dolgoro¢ni ucinek
stabilizacije tal.

III. Konéni ucinek stabilizacije je mozno izboljsati z dodatkom biolosko razgradljivega
liganda tri-natrij-[S,S]-etilendiamindisukcinata (Na;EDDS) v tla.

1.2 PRICAKOVANI REZULTATI IN PRISPEVEK DISERTACIJE K RAZVOJU
ZNANOSTI

Z nasim delom zelimo raziskati vpliv razli¢nih aditivov (stabilizantov) na biodostopnost
posameznih PSK ter oceniti njihov vpliv na funkcionalnost oz. obnovitev funkcij tal in na
njihovo kakovost. V okviru doktorske raziskave zbrani in ocenjeni encimski testi in
kemijske ekstrakcije za monitoring vpliva aditivov na onesnazena tla bodo prispevali k
dopolnitvi in izboljSanju zakonodaje s tega podroc¢ja, ki Se vedno temelji na dolo¢anju
celokupnih koncentracij kovin. Ovrednotili bomo vpliv pedofavne (dezevnikov kot
modelnih organizmov z najvec¢jim vplivom na lastnosti tal) na biodostopnost Pb, Zn, Cu in
Cd pred stabilizacijo onesnazenih tal in po njej. Pricakujemo, da se bo dostopnost in
porazdeljenost Pb, Zn, Cu in Cd v tleh zaradi delovanja dezevnikov spremenila. Ocenili
bomo tudi vpliv dezevnikov na funkcionalno obnovitev tal po remediaciji tal z metodo
stabilizacije. Z uporabo razli¢nih vrst deZevnikov bomo upostevali dejavnik vrstne
raznolikosti, ki je prisotna v naravi ter tako dobili bolj realen vpogled v dogajanje v tleh po
remediaciji.

Onesnazila v tleh povzrocajo kroni¢na obolenja ljudi, zmanjSujejo rabo kmetijskih zemljis¢
(zaradi upoStevanja okoljske zakonodaje), onesnazene podtalnice in zmanjSane
biodiverzitete ekosistema. Remediacija je tako bistvenega pomena za zdravje ljudi in
okolja. V doktorskem delu bomo stabilizacijo tal obravnavali s SirSega vidika ter poudarili
pomen raziskav, ki omogoc¢ajo napovedovanje potencialnih nevarnosti onesnazenih tal za
okolje in zdravje ljudi.
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2 PREGLED OBJAV

Znanstvena literatura s podrocja stabilizacije tal je obSirna; najve¢ objav zajema podrocje
raziskovanja ucinkovitosti razliénih aditivov pri stabilizaciji PSK, njihov vpliv na
mobilnost in biodostopnost ter privzem PSK v rastline.

2.1 UPORABA RAZLICNIH ADITIVOV ZA STABILIZACIJO TAL
2.1.1. Alumosilikati

Naravni in sinteti¢ni alumosilikati (glineni minerali, zeoliti) ter fosfati sodijo med aditive,
ki lahko uspesno imobilizirajo PSK v tleh. Zeolit je alkalen, porozen alumosilikat z
negativnim nabojem. Ucinkovitost izmenjave kationov pogojujeta mikroporoznosti ter
izmenjevalna kapaciteta zeolita; medsebojno se zeoliti razlikujejo predvsem v poreklu (Shi
in sod., 2009; Yamada in sod., 2011). Zeoliti zmanjSujejo mobilnost kovin v onesnazenih
tleh s spreminjanjem lastnosti tal; (1) dvig pH vrednosti lahko spodbudi sorpcijo kovin na
povrsino talnih delcev, pri ¢emer se slednje kemijsko imobilizirajo in (2) na povecanje
zadrzevanja PSK vpliva kationska izmenjevalna kapaciteta (CEC) zeolita, neodvisno od
pH vrednosti (Li in sod., 2009). Prednost zeolitov pred drugimi aditivi pri remediaciji tal
onesnazenih s PSK je, da neagresivno uravnavajo pH vrednost in dejstvo, da njihovo
dodajanje ne povzroca vnosa dodatnih onesnazil (Shi in sod., 2009). Glineni minerali
imajo zaradi svoje velike specifi¢ne povrsine velik potencial za imobilizacijo PSK; kaolinit
ima specifi¢no povr§ino 15-20 m* g, montmorijonit pa 280-500 m* g”' (Hooda, 2010).
Znano je, da CEC glinenih mineralov pada v vrstnem redu: montmorijonit, vermikulit >
ilit, klorit > kaolinit (Kabata- Pendias, 2001).

2.1.2. Fosfatni aditivi

Za imobilizacijo PSK v onesnazenih tleh se uporabljajo razli¢ni naravni in sinteti¢ni, tako
topni kot netopni P aditivi (apatit in hidroksiapatit (HA), fosfatni kamen (PR), topna
fosfatna gnojila kot so monoamonijev fosfat, diamonijev fosfat (DAP), fosforna kislina
ipd.) (Miretzky in Fernandez- Cirelli, 2008). Osnovni mehanizem imobilizacije PSK s
fosfatnimi minerali vkljucuje: (a) ionsko izmenjavo, (b) kompleksiranje na povrsini, (c)
raztapljanje izvirnih fosfatnih mineralov in obarjanje novih s PSK ter (d) zamenjavo kalcija
v fosfatih z drugimi kovinami preko procesa rekristalizacije (ko-precipitacije) (Mignardi in
sod., 2012).

Dodajanje fosfatnih aditivov v s PSK onesnazena tla povzroc¢a izobarjanje dostopnih kovin
kot netopnih fosfatov (stabilnost nekaterih fosfatov je prikazana v Preglednici 2). Naravno
prisotne PSK (Pb, Zn, Cu in Cd) so obicajno tudi v slabo topnih oblikah, predvsem sulfida
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(Kabata-Pendias, 2001); v oksidativnih pogojih iz sulfida svinca nastajajo sulfati,
karbonati, fosfati (Hettiarachchi and Pierzynski, 2004); pogosto se baker in kadmij
nahajata v obliki karbonatov v tleh (Kabata-Pendias, 2001). Fosfati so veliko stabilnejse
spojine PSK kot sulfati oz. karbonati (Preglednica 2).

Preglednica 2: Termodinami¢ne konstante topnosti (0z. topnostni produkti Ksp) za doloc¢ene spojine Pb, Zn,

Cuin Cd

Table 2: Thermodynamic dissolution constants (i.e. solubility product constants, Ksp) of for respective Pb,

Zn, Cu and Cd compounds

Mineral Formula Topnostni produkt (Log Ksp)
Octavite CdCO; -11,3°
Kadmijev fosfat Cd3(POy), -38,1°
Grinokit Cds -27°
Bakrov fosfat Cuz(POy), -36,8°¢
Kovelin CuS -36,1°¢
Svinéev klorid PbCl, -4,8°
Anglezit PbSO, 27,72
Ceruzit PbCO;3 -12,8°
Svinc¢ev fosfat PbHPO, -11,4°
Pb-hidroksipiromorfit Pbs(PO,4);OH -76,8"
Pb-hloropiromorfit Pbs(PO4);Cl1 -84,4*
Galenit PbS -27,5°
Smitsonit ZnCO; -9,9%
Zn-piromorfit Zns(PO4);0H -63,1°
Cinkov fosfat Zn3(POy), -35,3¢
Sfalerit ZnS -22,5¢

 Basta in McGowen, 2004
® Ruby in sod., 1994

¢ Solubility ..., 2003
4PIMS ... 2013

Pri stabilizaciji tal, onesnazenih s Pb, s fosfatnimi aditivi prihaja do porasta koli¢ine Pb v
rezidualni frakciji kot posledica nastanka netopnega piromorfita (HP; Pbs(PO4);X, kjer je
X=F, Cl, Br, OH). Apatit, Ca,o(PO4)s(OH, F, Cl),, je aditiv, ki omogoca stabilizacijo PSK,
ker je njegova kristalna struktura tolerantna za Stevilne ionske substitucije in popolne
zamenjave ionov Ca*" s Ba®", Sr*", Cd*" in Pb*"in P°" s V*', Cr’" in As’. Hidroksiapatit
(HA, Ca;o(PO4)s(OH);) ima veliko sorptivno sposobnost, slabo topnost pri bazi¢nem in
nevtralnem pH, stabilen je v redukcijskih ter oksidativnih pogojih, lahko dostopen in
cenovno ugoden (Srinivsan in sod., 2006). Imobilizacija Pb s hidroksiapatitom poteka
preko dveh razli¢nih mehanizmov:

(D) raztapljanja HAp (1), cemur sledi reakcija fosfatov s raztopljenim Pb in precipitacija
hidroksipiromorfita (2):

Cay9(PO4)s(OH), () + 14H" = 10Ca*" + 6H,PO,” + 2H,0 (1)



Tica D. Dostopnost kovin v onesnaZenih tleh po remediaciji z metodo stabilizacije. 12
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2013

10Pb>" + 6H,PO, + 2H,0 = Pb;o(PO4)s(OH); () + 14H" .(2)
(I1) ionske izmenjave Pb>" s Ca®" na kristalni reSetki hidroksiapatita (3):
Cay9(PO4)s(OH); (5) + XPb™ = Ca10.0Pby(PO4)s(OH), () + xCa®* .(3)

Oba mehanizma sta mo¢no odvisna od pH vrednosti (Miretzky in Fernandez- Cirelli,
2008). Mignardi in sod. (2012) poudarjajo, da so pri slabo topnih fosfatnih aditivih (kot je
hidroksiapatit, z vrednostjo Ksp 1 x 10"%) bolj dominatni procesi povriinskega
kompleksiranja in ionske izmenjave kot raztapljanje in precipitacija ravno zaradi slabe
topnosti HA.

Laperche in sod. (1996) so v svojih raziskavah tudi potrdili, da je apatit odgovoren za
nastanek piromorfita v s Pb onesnazenih tleh. U¢inkovitost stabilizacije s hidroksiapatitom
so preverjali na mineralih, ki vsebujejo Pb, in na s Pb onesnazenih tleh. Fizikalno
prisotnost HP so dokazali z uporabo kombinacije dveh separacijskih tehnik (na podlagi
velikosti delcev in gostote frakcije tal) in meritvami s pomocjo odklanjanja X Zarkov
(XRD) ter s presevnim elektronskim mikroskopom (SEM). Dokazali so, da je proces
nastanka HP oz. ucinkovitost imobilizacije odvisen od pH vrednosti, da je najbolj
ucinkovit pri pH 5 in da je pri pH < 8 nastanek HP odvisen bolj od kineti¢nih kot
termodinamicnih parametrov. Ruby in sod. (1994) so opisali nastajanje Pb-fosfata v
procesu preperevanja galenita na onesnazenih tleh, kjer je 11 let potekalo njegovo
skladiScenje. Zaradi prisotnosti fosfatov v tleh se je v 13 letih kar 46 % zacetnega PbS
spremenilo v Pb- fosfat. Proces je potekal v nekontroliranih okoljskih pogojih, ta procent
bi bil Se izrazitejsi, ¢e bi bili pogoji optimizirani.

2.1.3. Kalcijev polisulfid (CaSy)

Kalcijev polisulfid (CaSx) so sprva uporabljali za redukcijo in odstranjevanje PSK iz
odpadnih vod. Kasneje so ga priceli uporabljati pri dolo¢enih 77 s/ remediacijah
(Fruchter, 2002). Prednosti CaSy pred drugimi sredstvi za redukcijo so povisana stabilnost
in odpornost v podpovrsinskem okolju, odsotnost tekmovalnih procesov, ki vkljucujejo
nastajanje netopnih oborin in okoljska neoporec¢nost (Graham in sod., 2006). CaSs so
uporabljali za ¢iS¢enje podtalnice, onesnazene s Cr, in sicer z redukcijo mobilnega in
topnega Cr(VI) v netopni in netoksi¢ni Cr(Ill), ki se je oboril kot kromov hidroksid.
Kalcijev polisulfid je uporabljen tudi v postopku 7 sz72 geokemijske fiksacije Cr(VI) v tleh
in podtalnici v aluvialnih sedimentih. Cr(VI), ki je obiGajno prisoten kot kromat CrO,>, se
reducira s pomocjo CaSs v relativno netopni Cr(IIl) in se obarja iz raztopine ter premesti v
tla (enacba 4):
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2CrO4 +3CaSs + 10H —> 2Cr(OH); (s) + 158 (s) + 3Ca>" + 2H,0 (4

CaSs se uporablja za remediacijo ostankov, ki nastanejo pri predelavi kromove rude
(COPR). Graham in sod. (2006) so CaSy kot prvi uporabili pri remediaciji podtalnice in
alkalnega COPR v seriji laboratorijskih poskusov. V podtalnici so u¢inkovito reducirali
Cr(VI), kar je potrdila alkalna razgradnja, ki je iz trdne faze sprostila le majhno koli¢ino
Cr(VI) - priblizno 0,1-0,2 % zacetnega Cr(VI). V Sarznem poskusu se je CaSy (tekoci),
dodan trdnemu Cr(VI) v razmerju 5:1 dokazal kot ucinkovit pri redukciji Cr(VI) v pH
obmocju od 8-13, pri ¢emer Cr(VI) niso zaznali niti v teko¢i niti v rezidualni trdni fazi. Pri
pilotnem poskusu so Wazne in sod. (2007a) uporabili CaSs v stehiometrijskem razmerju 2.
TCLP in alkalna razgradnja so podali sprejemljive rezultate, medtem ko je XANES
(elektrokemijska metoda) pokazal, da redukcija Cr(VI) ni koncana, X- difrakcija pa da je
Cr(VI) delno zajet v Cr(VI)-hidrokalumitu. Wazne in sod. (2007b) so v Sarznem poskusu
dokazali, da je dodatek CaSx v stehiometrijskem razmerju 5 zadosten, pri ¢emer je nujna
kontrola pH vrednosti, ki ne sme preseci 9,27, saj sicer vodi do nastajanja mineral etringit
(kalcijev sulfoaluminat).

Dosedaj kalcijevega polisulfida niso uporabili za imobilizacijo PSK (Pb, Zn, Cu, Cd) v tleh
onesnazenih zaradi rudarjenja in topilniske dejavnosti. Kovine bi se po dodatku kalcijevega
polisulfida vezale na ligand po principu reakcije:

Ca-S -} Me' (5

Messalimov in sod. (2007) navajajo, da se CaSy zaradi svojih potrjenih fungicidnih
ucinkov lahko uporablja za varovanje kultiviranih rastlin in gozdnih nasadov.

2.2 VPLIV STABILIZACIJE NA BIODOSTOPNOST PSK

Tla, onesnazena s PSK v koncentracijah, ki presegajo zakonsko predpisane mejne
vrednosti, predstavljajo veliko tveganje za okolje. V raziskavah je tako primerneje
uporabljati naravno onesnazena tla kot pa tla, onesnazena v laboratorijskih pogojih, saj se
PSK v teh dveh primerih zaradi razlicnega zadrzevalnega casa PSK v tleh razlicno
obnasajo (Sizmur in Hodson, 2009).

V dosedanjih raziskavah se je ve¢inoma raziskoval vpliv razlicnih fosfatnih aditivov na
biodostopnost PSK; uporabljani so sledec¢i aditivi: apatit in hidroksiapatit (HA) (Ma in
sod., 1993; Chen in sod., 2007; Mignardi in sod., 2012; Zupanci¢ in sod., 2012), slabo
topni fosfatni kamen (PR) (Chen in sod., 2007; Basta in McGowen, 2004; Mignardi in
sod., 2012), PR v kombinaciji s bakterijami (Park in sod., 2012), PR in TSP skupaj s Mn
oksidom (Hettiarachchi in sod., 2000), fosfatno gnojilo diamonijev fosfat (DAP) (Basta in
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McGowen, 2004; Chen in sod., 2007). Imobilizacijo PSK z uporabo zeolita so raziskovali
Alpaslan in Yukselen (2001), Madrid in sod. (2006), Querol in sod. (2006), Usman in sod.
(2006); ucinkovitost bentonita na imobilizacijo PSK pa Usman in sod. (2005, 2006), Fleri
in Whetstone (2007).

Chen in sod. (2007) so v svoji raziskavi tlom dodajali naravni HA, PR, trojen superfosfat
(TSP) in DAP; tla so bila razli¢no onesnazena: TO (tla brez dodanih PSK), T1 (Cd/Pb/Zn:
0,6/100/66 mg kg') in T2 (Cd/Pb/Zn: 1,5/300/200 mg kg"). Vsak fosfatni aditiv je bil
dodan v kolic¢ini 2500 mg P,Os na kg tal. Fosfatni aditivi so se izkazali kot u¢inkoviti pri
imobilizaciji Pb, Zn in Cd, najbolj o€itni rezultati so bili zaradi formacije piromorfita pri
Pb, kar je dokazano tudi glede na podatke, dobljene s pomoc¢jo SEM. Tudi Zn in Cd sta
bila v nizjih koncentracijah prisotna v koreninah in mladikah kitajske repe zaradi formacije
ali koprecipitacije netopnih fosfatov. S pomocjo sekvencne ekstrakcije so ugotovili, da se
PSK premestijo iz nerezidualnih v rezidualne frakcije, med njimi se Pb premesti
najucinkoviteje. Zanimivo je, da je DAP vplival na znizanje pH vrednosti in bi tako lahko
povzrocil povisano izpiranje PSK iz tal. Ucinkovitost TSP, PR in njihove kombinacije z
Mn oksidom na imobilizacijo Pb so preucevali Hettiarachchi in sod. (2000). Rezultati
PBET testa in mineraloSke spremembe, opazene s XRD, so pokazali, da so bile
stabilizacije u€inkovite, in sicer najucinkovitejSe pri kombinaciji P aditiva z Mn oksidom
(slednje so preverili s TCLP testom). Pri tem predstavlja adsorpcija poleg formacije
netopnih Pb spojin Se en pomemben mehanizem v kontroli biodostopnosti Pb v tleh. Ma in
sod. (1993) so opisali kako umetni HA in tri razli¢ne vrste naravnega apatita (NA) v
reakcijah s vodotopnim Pb, izmenjevalnimi smolami s Pb in tlemi, onesnazenimi s Pb,
reducirajo koncentracije vodotopnega Pb. HA je ucinkovito imobiliziral Pb v vseh treh
primerih, reakcije so bile zelo hitre (okrog 30 min). Apatit je uspesno imobiliziral Pb iz
vodne raztopine, pri ¢emer je nastajal hidroksipiromorfit (HP), v kolikor je HA ali
vodotopni P stopil v reakcijo z vodotopnim Pb pri pH vrednostih 3, 4, 5, 6 in 7; nastali HP
je vselej imel drugacno sestavo. Ucinkovitost P aditivov na zmanjSanje vodotopnega Pb je
proporcionalna njegovi topnosti in ni odvisna od velikosti zunanje povrSine aditiva. Apatit
poskrbi za imobilizacijo Pb s P ter Pb zamenja s Ca ioni.

U¢inkovito imobilizacijo PSK je mogoce doseci s pravilno kontrolo pH. Pri dovolj nizkih
pH vrednostih v tleh lahko pride do istoCasnega raztapljanja fosfatov in Pb ter do
nastajanja piromorfita. Znano je, da do popolnega raztapljanja HA prihaja pri pH 2-5, ko se
celoten Pb spremeni v kloropiromorfit, medtem ko sorpcija poteka pri pH 6-7, saj se z
zvisanjem pH povrina apatita negativno nabije in omogoéi vezavo Pb*" na povrsino, od
koder se nato obori kot kloropiromorfit ter na ta nacin prepreci nadaljnje raztapljanje.
Nizek pH lahko negativno vpliva na talne procese, saj lahko povzroci ve¢ spranega P.
Zaradi tega je pri izbiri optimalne pH vrednosti za postopek stabilizacije tal nujno
upostevati stranske ucinke kislih pogojev v tleh (Zupanci¢ in sod., 2012). Dodatek
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fosfatnega aditiva ima lahko tudi dvojni pozitivni uc¢inek- lahko vodi do imobilizacije PSK
(Cu) in obenem pospesi rast rastlin (Negim in sod., 2012).

Imobilizacija Pb z uporabo P aditivov je sicer zelo ucinkovita, vendar se pri tem pojavljajo
tudi potencialne nevarnosti za eutrofikacijo povrsinskih vod zaradi izpiranja P vanje iz tal
in moznega mobiliziranja As v tleh zaradi tekmovalnosti arsenata in fosfata pri adsorpciji
na talne delce.

Basta in McGowen (2004) sta primerjala u¢inkovitost apna (170 g kg™), PR (60 in 180 g
kg™") in DAP (10 in 90 g kg™) ter uginkovitosti reaktivne ovire PR (180 g kg™') na znizanje
transporta PSK v onesnazenih tleh poleg topilnice. DAP (10 g kg™") je bil najuéinkovitejsi,
ker ni imobiliziral zgolj Pb, ampak je tudi znacilno zmanjsal mobilnost in topnost Cd in
Zn; Cd- fosfati, Pb- hidroksipiromorfit in Zn- fosfatni minerali so pogojevali topnost in
posledi¢no tudi mobilnost kovin. Obenem je prislo tudi do povecane koli¢ine spros¢enega
As in spranega P. Park in sod. (2012) so preucevali vpliv PR ob dodatku bakterij, ki
raztapljajo fosfate (PSB; Zwzerobacter sp.) in topnega P na imobilizacijo Pb v umetno
onesnazenih tleh s Pb(NOs), raztopino s koncentracijo 2 000 mg Pb kg tal. Uporaba
topnih in netopnih P aditivov je povzroc¢ila zmanjSanje fitodostopnega Pb (ekstrakcija s
amonijevim nitratom) in manj$i privzem v soncnico (Helianthus annuus). Prisotnost
topnega P je povzrocila poviSanje koncentracije Pb v talni raztopini, najverjetneje zaradi
raztapljanja organskega kompleksa ogljika in Pb. Glede na tveganje, ki ga povzroca
dodajanje topnih P aditivov v tla za vodna telesa, ima uporaba PSB bakterij prednost.
Mignardi in sod. (2012) so dali prednost slabo topnim P aditivom (HA in PR), saj so v
poskusih dokazali uspesnost pri znizanju mobilnosti PSK (Pb, Zn, Cd in Cu - med 84 in 99
%) ter minimalno tveganje za eutrofikacijo povrSinskih vod. Pri pH 5 je postopek trajal 20
min, mehanizmi imobilizacije pa so bili kompleksiranje PSK na zrna fosforja in delno
raztapljanje fosfatnih aditivov ter precipitacija PSK, ki so bili vezani na fosfate. Znacilno
mobilizacijo As pri imobilizaciji Pb z monokalcijevim fosfatom so opazovali Xenidis in
sod. (2010), ta efekt so preprecili s dodajanjem Zelezevega sulfata. Posledi¢no znizanje pH
(sa 7,8 na 5,6) je povzrocilo mobilizacijo Zn in Cd, da bi se temu izognili, pa so v tla
dodali apnenec ali apno.

Usman in sod. (2005) so najprej ugotovili, da Na- in Ca- bentonit zmanjSata mobilnost
PSK in povecata biolosko aktivnost v tleh (izmerjeno preko respiracije tal in mikrobne
biomase). V naslednji raziskavi so Usman in sod. (2006) preucevali ucinkovitost Na- in
Ca- bentonita ter zeolita v koncentracijah 1 % in 2 % (w/w) na imobilizacijo Zn, Cd, Cu in
Ni v tleh, na katera se je 50 let odlagalo blato iz Cistilnih naprav. Najprej so na teh tleh
sejali pSenico, jo po 7 tednih pozeli in po 10 dneh postopek ponovili e dvakrat. Kot
najucinkovitejSa sta se pri tem izkazala Na- in Ca- bentonit v koncentraciji 2 % (w/w), ki
sta v najve¢ji meri zmanjSala delez mobilne frakcije PSK v tleh (dolocene z IM NH4NO;
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po prvi in tretji Zetvi). Na-bentonit je znizal mobilnost PSK 25-54 %, Ca-bentonit 25-61 %,
zeolit pa 9-23 %, pri enakih koncentracijah in v obeh vzorcenjih. Uporabljena Ca- in Na-
bentonit sta vsebovala glinene minerale iz smektitne skupine, najve¢ montmorijonita (62-
70 %), uporabljen zeolit pa je vseboval 80 % klinoptiolita, 10 % montmorijonita in 5 %
feldspata. Znano je, da dodatek zelo majhnih koli¢inah bentonita lahko zmanjSa
prepustnost tal; pri dodatku 0,75 % bentonita se je prepustnost tal znizala za dvakrat (Fleri
and Whetstone, 2007). U€inkovitost razli¢nih zeolitov pri stabilizaciji s Pb in zmerno s Cu
in Zn onesnazenih ilovnatih tleh so raziskovali tudi Madrid in sod. (2006). Tla so
stabilizirali s kislim zeolitom, zeolitom nasiCenim z natrijem in Slovakitom v
koncentracijah 1 % in 5 % (w/w) ter jih inkubirali 1 leto. Na podlagi rezultatov
koncentracij mobilne frakcije PSK (ekstrahirane z EDTA) in pH so sklenili, da je kisli
zeolit dolgoro¢no zelo ucinkovit, pri uporabi Slovakita je ucinkovitost s¢asoma upadla,
prav tako tudi ucinkovitost zeolita, nasi¢enega z Na, ki je bila v nekaterih primerih celo
zanemarljiva. Querol in sod. (2006) so z uporabo zeolita sintetiziranega iz premogovega
pepela, uspesno imobilizirali PSK (Cd, Co, Cu, Ni in Zn) ter dokazali, da je za to
odgovoren dvig pH vrednosti, ki favorizira adsorpcijo kovin in nastajanja kovinskih
hidroksidov. Alpaslan in Yukselen (2001) so pokazala, da zeolit ni bil ucinkovit za
imobilizacijo Pb v umetno onesnazenih tleh s Pb (dolo¢eno s pomoc¢jo TCLP testa).

2.3 VPLIV STABILIZACIJE NA RASTLINE

Mnogo raziskav je bilo opravljenih na podroc¢ju vpliva stabilizacije PSK na njihov vnos v
rastline ter akumulacijo PSK v rastlinah. Pri tem so uporabljane razli¢ne rastline kot tudi
razlicni aditivi za stabilizacijo kovin. Koruza (Zez mays) se uporabljala za oceno
ucinkovitosti fosfatnih aditivov (PR), apna in ciklonskega prahu v imobilizaciji Pb
(Geebelen in sod., 2003). Boisson in sod. (1999) so poleg koruze v raziskave vkljucili Se
fizol (Phaseolus vulgaris) in ocenili vpliv dodajanja HA v tla onesnazena s Pb, Zn, Cu in
Cd na rastlinsko rast in akumulacijo PSK, medtem ko so Chlopecka in Adriano (1997)
ocenili vpliv apatita in zeolita na vnos Cd in Pb v koruzo in jeCmen (Hordeum vulgare).
GorCica (Brassica juncea L.), ki je zelo odporna na visoke koncentracije PSK, se je
uporabljala za oceno uc¢inkovitosti kalium dihidrogenfosfata v stabilizaciji Cd (Bolan in
sod., 2003); trava St. Augustine (Stenotap/irum secundarum) je bila primerna kot
prevladujoca rastlina iz onesnazenega obmocja za oceno vpliva fosfatnih aditivov (H3POs,
H3;PO,4 + Ca(H2POy), in H;PO4 + PR) na imobilizacijo Pb, Zn in Cu (Cao in sod., 2003);
pSenico (Z7zticum aestivum) pa so uporabljali za oceno ucinkovitosti zeolita v stabilizaciji
Pb in Zn (Chen in sod., 2000). Chen in sod. (2007) so v svoji naslednji raziskavi uporabili
rastlino Brassica campestris s namenom, da ¢im bolj ocenijo ucinkovitost fosfatnih
aditivov (HA, PR, TSP in DAP) v imobilizaciji Pb, Zn in Cd.

Na splosno velja, da stabilizacija s PSK onesnazenih tal s fosfatnimi aditivi povzroci
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zmanj$ane vnosa PSK v rastline ter poveca njihovo biomaso (Chlopecka in Adriano, 1997;
Bolan in sod., 2003; Cao in sod., 2003; Geebelen in sod., 2003; Chen in sod., 2007).
Boisson in sod. (1999) so pisali o obnavljanju rastlinske rasti pri dodajanju HA v nizjih
koncentracijah; v vi§jih koncentracijah pa je HA imel zaviralni ucinek. Istoasno se je pri
nizjih koncentracijah HA koncentracija PSK v listu znizala in je nara$c¢ala z uporabo vecje
koli¢ine aditivov. Istemu trendu so sledili esencialni elementi (npr. Mn), kar kaze na
povecano nevarnost pomanjkanja hranil pri uporabi visokih koncentracij HA. Dodatek
fosfatnih aditivov v Pb onesnazenih tleh je povzroc€il obarjanje piromorfita na membrano
korenin trave St. Augustin, zaradi Cesar se je koncentracija Pb v koreninah zvisala, medtem
ko se je v nadzemnih delih znizala. Park in sod. (2012) so ugotovili, da je dodatek obeh P
aditivov povzroCil visok porast mase nadzemnih delov in korenin in zmanjsal
koncentracijo Pb v nadzemnih delih do 50 %, kar kaze, da z imobilizacijo Pb lahko
zmanjSamo njegov fitotoksi¢ni ucinek. Chen in sod. (2000) so ugotovili, da dodatek zeolita
vpliva na imobilizacijo Cd in Pb ter posledi¢no na njun zmanjSan vnos v pSenico in njene
nadzemne dele. Ucinkovitost zeolita v zmanjSanju koncentracije Pb v uzitnih delih rastline
(oljne ogrscice) so potrdili Li in sod. (2009) tudi v mo¢no onesnazenih vrtnih tleh (> 1000
g kg Pb).

Ucinkovitost imobilizacije PSK je ocenjevana z uporabo razli¢nih ekstrakcijskih testov.
Porazdeljenost kovin med razlicnimi talnimi frakcijami ter prestavljanje kovin iz bolj
dostopnih v manj dostopne oz. manj mobilne frakcije po uporabi aditivov so doloc¢ani s
sekvenéno ekstrakcijo (Cao in sod., 2003; Chen in sod., 2007; Li in sod., 2009). Za oceno
izmenljivih in fitodostopnih koncentracij PSK so wuporabljene ekstrakcije s CaCl,
(Geebelen in sod., 2003), 0,1 M Ca(NOs), (Boisson in sod., 1999; Chen in sod., 2000),
amonijevim nitratom (Park in sod., 2012), deionizirano vodo (Chen in sod., 2000);
uporabljana so tudi mocnejsa topila kot 0,05 M EDTA in 0,1 M HCI (Chen in sod.,
2000).V raziskavah, kjer je ocenjevana ucinkovitost aditiva v imobilizaciji kovin tudi s
staliS¢a vnosa kovin v rastline, so uporabljana tako umetno oz. laboratorijsko onesnazena
tla (Chlopecka in Adriano, 1997; Bolan in sod., 2003; Chen in sod., 2007), kot tudi tla,
dejansko onesnazena s PSK (Boisson in sod., 1999; Chen in sod., 2000; Cao in sod., 2003;
Geebelen in sod., 2003; Li in sod., 2009).

2.4 VPLIV STABILIZACIJE NA ORALNO BIODOSTOPNOST PSK

Za doloc¢anje oralne biodostopnosti Pb v tleh so v primerih, ko zivalske 7z vivo raziskave
niso mozne, Ruby in sod. (1993) razvili fiziolosko zasnovan zz vizzo ekstrakcijski test
(PBET), ki posnema delovanje ¢loveSkega gastrointestinalnega (GI) trakta (pH v Zelodcu
in Crevesju, razmerje tla:raztopina, meSanje v Zelodcu in ritem praznjenja zelodca).
Rezultate PBET potrjujejo rezultati 7z vivo testov, ki so v linearni korelaciji z rezultati iz
modela na Sprague- Dawley podgani (r*= 0,93 med 7 vizro in i vivo rezultati); na podlagi



Tica D. Dostopnost kovin v onesnazenih tleh po remediaciji z metodo stabilizacije. 18
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2013

slednjega se PBET lahko uporablja za napovedovanje biodostopnosti Pb pri otrocih (Ruby
in sod., 1996). Po koncani PBET ekstrakciji dobimo dva vzorca- enega iz Zelod¢ne in
drugega iz ¢revesne faze; na podlagi izmerjenih vrednosti PSK v teh dveh vzorcih lahko
ocenimo, koliko PSK se lahko absorbira iz ¢revesja v kri.

Najobsirneje raziskana kovina na podroc¢ju oralne biodostopnosti je nedvomno Pb. Zauzitje
talnih delcev predstavlja najnevarnejSo pot vnosa Pb za otroke; Ameriska okoljska agencija
ocenjuje, da privzeta vrednost za biodostopnost Pb iz tal znaSa kar 30 % (relativna
biodostopnost Pb v tleh glede na privzem s hrano in vodo znasa priblizno 60 %) (US EPA,
1999). Biodostopnost Pb pogujejo predvsem fosfati, oksidi zeleza, z organsko snovjo in
pH, pa tudi pot izpostavljenosti, farmakokinetike organizma in speciacija onesnazila.
Meritve biodostopnosti Pb so s poskusi na zivalih zelo dolgotrajne in ekonomsko zahtevne
(Zia in sod., 2011).

Hettiarachchi in sod. (2000) so dokazali, da se z dodajanjem fosforja znatno zmanjsa
biodostopnost Pb v primerjavi s kontrolnimi tlemi, ne glede na vir P - tako v zelodcu, kot
tudi v ¢revesju. Topni Pb v zelod¢ni in Crevesni frakciji nastaja kot posledica interakcije
med trdim Pb, P in razli¢nimi komponentami tal (interakcije lahko vkljucujejo raztapljanje
Pb trdnih delcev, desorpcijo Pb z organskih in anorganskih komponent, nastanek razlicnih
Pb trdnih snovi in kompleksov). Ugotovili so tudi da se del P aditiva (PR), ki ni reagiral s
Pb, lahko raztopi v Zelod¢ni fazi PBET in tako imobilizira Pb, kar je zelo pomembno s
stali¢a vrednotenja uginkovitosti stabilizacije. Cas je imel na biodostopnost Pb zelo
majhen vpliv, kar lahko pripiSemo reakciji med Pb in P aditivom v prvem mesecu
inkubacije, ki se kasneje zelo malo spreminja, ali pa reakciji med Pb in aditivom v zelod¢ni
fazi, ki ni odvisna od ¢asa inkubacije. V drugi raziskavi z istega podroc¢ja so Hettiarachchi
in sod. (2001) ugotovili, da je zmanjSanje biodostopnega Pb (PBET) sorazmerno povezan s
koli¢ino dodanega fosforja. Redukcija biodostopnega Pb je bila najocitnejSa tretji dan
inkubacije, kar spet kaze na to, da se reakcija med Pb iz tal in P zgodi ali 77 s/a ali med
PBET. Moseley in sod. (2008) so porocali o vplivu razli¢nih P aditivov (TSP, PR, apatita)
in njihovih koncentracij, ¢asa (0-365 d) ter pH vrednosti v 7z vizzo PBET ekstrakeiji (1,5
proti 2,3) na biodostopnost Pb v 10 razli¢nih tleh. Zacetne vrednosti biodostopnosti so bile
vecje od standardnih vrednosti (US EPA). Velik vpliv na Pb biodostopnost so imeli tako
vrsta aditiva, kot tudi njihova koncentracija; za redukcijo biodostopnosti Pb za okrog 25 %
je bila potrebna velika koli¢ina aditivov (20-25 %). Za vecino kombinacij aditivov se je
redukcija nadaljevala v obdobju po enem letu, kar je bilo v nasprotju z rezultati, ki so jih
dobili Hettarachchi in sod. (2000). Biodostopnost Pb je z dvigom pH vrednosti upadla,
vendar niso ugotovili niti ene znacilne korelacije med znacilnostmi tal in biodostopnostjo
Pb v kontroli s pH 1,5 ali 2,3. Zaradi velike koli¢ine aditivov, ki jih je potrebno dodati tlem
za majhno zmanjSanje biodostopnosti Pb, stabilizacija Pb ni vselej izvedljiva.
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Finzgar in sod. (2006) so uporabili stabilizacijo s Slovakitom (komercialnim stabilizantom,
ki vsebuje dolomit, diatomit, smektit, bazaltni tuf, bentonit, alginit in zeolit), vitrifikacijo z
mikrovalovno pecico, spiranje z EDTA in z biorazgradljivim [S,S]-EDDS s horizontalno
prepustno membrano na dnu s ciljem zmanjSanja nevarnosti (tudi oralne biodostopnosti,
doloc¢eno s PBET), ki jo onesnazena tla predstavljajo za ¢loveka in okolje. Slovakit je v
primerjavi z apatitom bolj uspesno imobiliziral Zn in Cu; v primerjavi s kontrolnimi tlemi
Slovakit ni znatno vplival na oralno biodostopnost, ¢eprav je zvisal fitodostopnost
(doloceno s hiperakumulatorom 77%/aspi goesingens). S spiranjem tal s kelatnimi ligandi se
je iz tal sicer odstranil del Pb, oralna biodostopnost in fitodostopnost preostalega Pb pa sta
se zviSala; upad oralne biodostopnosti Pb so dokazali zgolj po vitrifikaciji. Geebelen in
sod. (2003) navajajo, da je od treh uporabljenih aditivov (apno, ciklonski prah in PR) pri
stabilizaciji Pb zgolj PR znatno znizal oralno biodostopnost, dolo¢eno s PBET, a zgolj v
treh izmed 10 zacetnih vzorcev. Ryan in sod. (2004) so raziskovali metode za zmanjSanje
biodostopnosti Pb v urbanih tleh, onesnazenih s Pb iz topilnice (Joplin, Missouri, ZDA) s
pomocjo razli¢nih tretmajev. Raziskave so priceli Ze leta 1997; v letu 2000 so zbrali vse
talne vzorce in izvedli 7z vivo in ekstrakcijske 7z vizro teste za dolocanje biodostopnosti Pb.
Najboljse rezultate so dobili pri remediaciji tal s fosfati, kjer je oralna biodostopnost Pb
upadla za 69 %. Brown in sod. (2004) so opisali moznost 77 .s7zz imobilizacije Pb, Zn in Cd
s pomocjo razli¢nih aditivov na podroc¢ju Joplina, drzava Missouri. Izbrali so aditive, ki so
se izkazali za najucinkovitejSe: H3PO4, kompost iz organskih odpadkov in Fe- stranski
proizvod z dodatkom P iz TSP. Socasno so izvedli laboratorijski in poljski poskus,
biodostopnost Pb so dolocali s pomoc¢jo 7z vizzo ekstrakeij in 7z vivo testov. V poljskem
poskusu so uporabili tudi razlicne kombinacije aditivov. Glede na razli¢cne mehanizme
adsorpcije in precipitacije Pb, Zn in Cd so izdali priporocilo, da naj se za zmanjSanje
fitodostopnosti uporablja zgolj en aditiv (in ne kombinacija razli¢nih aditivov). Vsi tretmaji
so sicer zmanjSali bio- in fito-dostopnost PSK, ampak neskladnosti med rezultati lahko
povzrocajo tezave pri ocenjevanju njihove ucinkovitosti.

Evropska raziskovalna skupina za dolocanje biodostopnosti (BARGE) zdruzuje
mednarodne institucije in raziskovalne skupine; namen skupine je preucevanje ogrozenosti
ljudi z biodostopnimi onesnazili iz tal preko gastrointestinalna trakta (GI). BARGE je
razvila t. i. UBM metodo (“Unified BARGE Method”) za doloc¢anje biodostopnosti PSK.
Wragg in sod. (2011) so izvedli medlaboratorijske mednarodne raziskave na podrocju
biodostopnosti Pb, Cd in As v tleh, za katere so ze imeli rezultate biodostopnosti,
pridobjene v 7z vivo testih na prasickih, in ugotovili, da so rezultati med seboj primerljivi,
potrebno bo le izboljSati ponovljivost in obnovljivost (reproduktivnost) metode. Pelfréne in
sod. (2010) so preiskovali biodostopnost Cd, Pb in Zn v zelo onesnazenih kmetijskih tleh,
vpliv fizikalno-kemijskih lastnosti tal ter povezanost z rezultati sekvencnih ekstrakeij. Cd
se izkazal kot najbolj mobilen, Pb je bil v vecji meri vezan na Fe/Mn okside, Zn pa v
nerezidualni frakciji. Faktor mobilnosti (dolocen v prvi frakciji sekvencne ekstrakcije) je
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sledil nizu Cd > Zn >> Pb in dokazal visoko mobilnost Cd in Zn. Biodostopnost kovin,
dolocena s pomocjo UBM testa, je bila najvisja pri Cd, potem Pb, na koncu Zn. Znatne
razlike so zabelezili tudi med zelod¢no (G) in ¢revesno (GI) frakcijo tal, kar je pogojevala
frakcija tal, na katero so bile kovine vezane. Isto¢asno so dokazali da pseudototalne
koncentracije PSK in fizikalno-kemijski parametri tal vplivajo na 7z vizro doloCenu
biodostopnost PSK. Pomembne korelacije 77 viveo in 7z vifro testov se nanasajo na ciljne
organe - ledvice za Cd in Pb ter urin za As (Pelfréne in sod., 2010), za Zn takSni podatki ne
obstajajo. Z uporabo UBM testa so Roussel in sod. (2010) analizirali 27 vzorcev
onesnazenih urbanih tal ter ocenili oralno biodostopnost Pb, Cd in Zn. Ugotovili so, da je
vsebnost PSK v G veliko vi§ja kot v GI frakciji ter dokazali pozitivno korelacijo med
koncentracijo PSK, dobljeno z UBM ekstrakcijo in celokupno koncetracijo. Fizikalno-
kemijski parametri tal so tudi vplivali na biodostopnost PSK; UBM podaja pomembne
informacije o biodostopnosti PSK in ga je potrebno vkljuciti v ocene tveganja, saj
omogoca pridobivanje realnih informacij za oceno tveganja za zdravije.

2.5 VPLIV REMEDIACIJE NA FUNKCIONALNOST TAL

Ucinkovita 7z sz7u stabilizacija PSK lahko pozitivno vpliva na funkcionalnost tal na podlagi
zmanjSanja mobilne frakcije PSK. Dinamika in obnavljanje ekosistemskih procesov v tleh
ni dovolj raziskana, a v zadnjem casu postaja za raziskovalce vse bolj zanimiva (Lee in
sod., 2009). Medtem ko je vpliv remediacije na kemijske in fizikalne lastnosti v veliki meri
ze raziskan, preucevanje vplivov na mikrobno oz. encimsko aktivnost v tleh zahteva
dodatne raziskave. Ocene encimskih aktivnosti, ki jih izvajamo z indirektnimi meritvami v
laboratorijih, merijo le potencialno aktivnost pod optimalnimi pogoji in ne 7z siu
aktivnosti. Odsotnost encimov ali zaviranje njihove aktivnosti negativho vplivata na
procese prehranjevanja rastlin (Soil quality ..., 2010). Jimenez in sod. (2002) so predlagali
uporabo mikrobne biomase in encimske aktivnosti kot indikatorje kakovosti tal zaradi
njihove povezanosti s talno biologijo, enostavnosti merjenja, hitrosti odzivov na
spremembe pri ravnanju s tlemi in visoko obcutljivost na zacasne talne spremembe.

Wang in sod. (2006) so preucevali kvantitativno vzrocno zvezo med pH in bioloskimi
aktivnosti v tleh, onesnazenih s Zn in Cd, ter povezavo med PSK in bioloskimi aktivnosti v
tleh pri nizkih pH vrednostih. Znizanje pH je znatno znizalo aktivnost alkalne fosfataze,
arilsulfataze, nitrifikacijski potencial in dihanje, povisalo pa aktivnost kisle fosfataze. Vsi
doloCeni mikrobioloski parametri, razen dihanja v tleh, so se izkazali kot obcutljivi
indikatorji statusa pH tal. Zhang in sod. (2010) so pisali o inhibitorskem vplivu PSK kot
posledice rudarjenja na mikrobno aktivnost oz. encimsko aktivnost v tleh (ureaze, sukraze
in kisle fosfataze), mikrobno biomaso in bazalno dihanje. Mikrobni parametri so znatno
korelirali s pH vrednostjo, pH pa je negativno koreliral s PSK. Podobne rezultate so dobili
v prejsnjih raziskavah Wang in sod. (2007) in Papa in sod. (2009). Lee in sod. (2009) so
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potrdili zgoraj omenjene korelacije - povisanje ureazne in DHA aktivnosti ter dihanje tal z
naras¢anjem pH in imobilizacijo Pb, Zn in Cd, ugotovljeno z naborom razli¢nih testov
(PBET, rastlinski poskus s solato (Zaczuca sativa L.), ekstrakcijo s Ca(NO3); in sekvencno
ekstrakcijo). Mikroorganizmi za prezivetje v onesnazenih tleh potrebujejo ve¢ energije, saj
energijo za rast preusmerjajo v ohranjanje celi¢nih funkcij; to povzroca porast bazalnega
dihanja v onesnazenih tleh (Mikanova, 2006).

O vplivu 7z szr remediacije s PSK onesnazenih tal na kakovost tal, dolo¢eno predvsem z
meritvami encimske aktivnosti (arilsulfataze, B- glukozidaze in dehidrogenaze) in
mikrobnega heterotrofi¢nega potenciala skupaj z doloCenimi kemijskimi parametri so
pisali Pérez-de-Mora in sod. (2005). Zgornjih 25 cm onesnazenih tal so odstranili in jim
dodali razli¢ne aditive: organske (kompost iz aktivnega blata Cistilnih naprav, kompost iz
organskih odpadkov, lisni odpad in leonardit) in anorganske (preostalo apno iz prozvodnje
sladkorja iz sladkorne pese) v koli¢inah 100 Mg ha™'. Po enem mesecu so v tla posejali
Agrostis stolonifera L.; tla so vzorCili pred sejanjem in po Sestih mesecih. Aditivi so
izboljsali kemijske lastnosti tal in zmanjsali vsebnost topnega Cd, Cu in Zn. Mikrobioloski
parametri so se po dodatku organskih aditivov izboljSali; rastlinski pokrov je izboljsal tudi
kemijske in bioloSke lastnosti tal, Se zlasti ko so dodali anorganski aditiv. V naslednji
raziskavi so Pérez-de-Mora in sod. (2006) opisali dolgoro¢ne ucinke istih aditivov in
rastlin kot v prejSnji raziskavi v poskusu, ki je trajal 18 mesecov. Dodatek aditivov je
povzrocil izboljSanje mikrobne aktivnosti; kompost iz aktivnega blata Cistilnih naprav,
kompost iz organskih odpadkov in apno so bili najucinkovitejsi pri zviSanju aktivnosti
dehidrogenaze in arilsulfataze, medtem ko B-glukozidaze in kisle fosfataze niso bile pod
znacilnim vplivom sprememb pH vrednosti in koncentracij topnih PSK. Pérez-de-Mora in
sod. (2005, 2006) so dokazali, da rastlinski pokrov prispeva k izboljSanju kemijskih in
bioloskih lastnosti onesnazenih tal (preko poviSanja vsebnosti organske snovi, hranil,
kationske izmenjevalne kapacitete ter bioloske aktivnosti) in na ta nafin omogoca
nastajanje avtonomnih ekosistemov. Garau in sod. (2007) so ugotovili, da so rdece blato,
apno in naravni zeolit izboljSali status tal, onesnazenih s Pb, Cd in Zn (posledica
dolgoletnega rudarjenja galenita in sfalerita) - zmanjsali so biodostopnost kovin, povisali
pH vrednost tal in povisali dehidrogenazno ter ureazno aktivnost. Aktivnost - glukozidaze
se je po dodatku rdeCega blata in apna znizala, kar je bila najverjetneje posledica
spremenjene pH vrednosti tal. Lee in sod. (2011a) so dokazali, da so dehidrogenaze (ali
druge mikrobne lastnosti) ustrezni indikatorji za ponovno vzpostavljanja biotskih zvez in
obnavljanje povezovalnih funkcij v remediranih sistemih. Lee in sod. (2011b) so ocenili
tudi ucinkovitost imobilizacije As, Cd, Pb in Zn glede na konc¢ne »prijemnike« -
mikroorganizme, rastline, ¢loveka - in pokazali, da PSK in As inhibirajo encime, ker se
vezejo namesto kovinskih kofaktorjev in intereagirajo z aktivnimi katalitskimi encimskimi
mesti ali potencialnim encimskim substratom. Ureaze in fosfataze so se zopet izkazali kot
obcutljivi indikatorji v moc¢ni povezi s kvaliteto tla.
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2.6 VPLIV DEZEVNIKOV NA REMEDIRANA TLA

Vpliv PSK na dezevnike je zelo raziskan, medtem ko se je veliko manj pozornosti
posvecalo vplivu dezevnikov na mobilnost in biodostopnost PSK. Za pravilno oceno
nevarnosti onesnazenih tal za okolje je potrebno razumeti vpliv biote na mobilnost kovin.
Od biotskih faktorjev so dezevniki verjetno najpomembnejSi organizmi zaradi svojega
vpliva na talne lastnosti, razgradnjo organske snovi in sprosc¢anje nutrientov, transportne
procese, strukturo tal ter dominantnosti v talni zivalski biomasi (Kizilkaya, 2004).
Dezevniki so na PSK obcutljivejsi kot drugi nevretencarji in lahko akumulirajo ve¢ PSK iz
onesnazenih tal kot druge zivali (Ma in sod., 2002).

DezZevniki so pogosto inokulirani na degradirana tla med procesom restavriranja tal (Butt,
1999). Dickinson (2000) je predlagal inokulacijo dezevnikov v tla, onesnazena s PSK,
zaradi njihove vloge v formiranju tal. Tudi ¢e niso umetno inokulirani, lahko dezevniki
relativno hitro poselijo degradirana tla, v kolikor v njih vladajo ustrezni pogoji (Eijsackers,
2010). Dezevniki lahko glede na svojo aktivnost in letno proizvodnjo glistin- od 5 do 250
ton ha™ v kratkem ¢asu vplivajo na frakcionacijo in biodostopnost PSK (Udovi¢ in Lestan,
2007).

V omenjenih raziskavah je bilo dokazano, da dezevniki vplivajo na zviSanje mobilnosti in
dostopnosti PSK v onesnazenih tleh; spiranje vi§jih koncentracij kovin v podtalnico,
povecan vnos v rastline (Wang in sod., 2006) in talne zivali (Coeurdassier in sod., 2007).
Znano je tudi, da lahko dezevniki mobilizirajo kovine, ki preostanejo po remediaciji s
spiranjem z EDTA in na ta nacin zmanjSajo koncni ucinek remediacije (Udovi¢ and
Lestan, 2007; Udovi¢ in sod., 2007). Slednje najverjetneje povzroci vpliv dezevnikov na
razgradnjo organske snovi in posledi¢no spros¢anje organsko vezanih kovin (Sizmur in
sod., 2011b). Po drugi strani rezultati raziskav Lukkari in sod. (2006) kazejo, da dezevniki
povzrocijo porast mobilnosti Cu in Zn v glistinah, obenem pa zmanjs$ajo mobilnost kovin v
tleh, naseljenih z dezevniki. Iz navedenega izhajata dva nasprotna mehanizma vpliva
dezevnikov na mobilnost kovin - dezevniki se zakopljejo v tla in producirajo glistine s
poviSanimi koncentracijami mobilnih kovin, obenem pa spros¢ajo mukus v talno raztopino,
kar lahko povzroci upad topnosti kovin v tleh (Sizmur in sod., 2011c).

Usoda stabiliziranih kovin po remediaciji ni dovolj raziskana. Dezevniki pomagajo pri
mesanju aditiva in tal in na ta nacin lahko prispevajo k stabilizaciji PSK, Se posebej v
manjsih poskusih, kjer tal ni mogo¢e mehansko homogenizirati (Sizmur in sod., 2011b).
Sizmur in Hodson (2009) sta poudarila, da je v raziskavah potrebno uporabljati razli¢ne
vrste dezevnikov iz razli¢nih ekoloskih skupin, kar nam omogoca oceno njihove interakcije
in skupnega vpliva na dostopnost in speciacijo PSK. V dosedanjih raziskavah so
raziskovalci uporabljali vse tri tipe dezevnikov; od epigei¢nih vrst so najpogosteje
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uporabili ZZsenia fetida, Ceprav ta obiCajno ni prisotna v onesnaZzenih tleh. Aneceicni
dezevniki v tleh oblikujejo vertikalne tunele, oblozene z glistinami in s plastjo, bogato z
bakterijami in mukusom, in lahko povzrocijo vecje spiranje v tleh. Endogei¢ne vrste so
verjetno najbolj primerne za dolocanje vpliva dezevnikov na distribucijo kovin v tleh, saj
so v tleh prisotne najve¢ Casa, obenem pa se hranijo z najvecjo koli¢ino tal. Vse trije tipi
povzrocajo povisanje biodostopnosti in mobilnosti kovin (Sizmur in Hodson, 2009).

2.6.1 Vpliv deZevnikov na lastnosti tal

Spremembe v mobilnosti kovin v tleh in zgolj en parameter tal je kljub rezultatom
laboratorijskih poskusov tezko povezati; hkrati lahko kontroliramo le spremembe enega
parametra tal, ki pa lahko vpliva na katero izmed drugih lastnosti tal, ki lahko povzrocijo
spremembe v mobilnosti PSK (Sizmur in Hodson, 2009).

Znano je, da pH vrednost tal primarno doloc¢a del celokupne koncentracije kovin, ki se bo
raztopila v talni raztopini (Sauve in sod., 2000); s pomoc¢jo tega mehanizma nekateri
raziskovalci razlagajo poraste mobilnosti kovin v tleh, procesiranih z dezevniki, pri cemer
se zniza pH vrednost tal (Kizilkaya, 2004; Yu in sod., 2005). V ve¢ji meri rezultati
opravljenih raziskav kazejo na dvig pH vrednosti tal zaradi delovanja dezevnikov preko
izlo¢anja mukusa, pri ¢emer se zopet zvisa dostopnost kovin (Ma in sod., 2002; 2003; Wen
in sod., 2006; Udovi¢ in Lestan, 2007; Udovic in sod., 2007). Na podlagi rezultatov lahko
zaklju¢imo, da spremembe pH niso edini parameter, ki vpliva na mobilnost kovin. Vpliv
dezevnikov na zvisanje PSK in na spremembe pH je zelo pomemben s stalis€a ocene
uspesnosti remediacije - bodisi z odstranjevanjem PSK iz tal, ali z imobilizacijo PSK brez
spreminjanja celokupne koncentracije kovin v tleh.

Raztopljena organska snov v talni raztopini lahko vpliva tudi na dostopnost kovin, bodisi
skozi kompleksiranje kovin v raztopini, bodisi s prehajanjem kovin v raztopino skozi
izmenjavo na povrsini tal (Sizmur in Hodson, 2009). Znano je, da dezevniki prispevajo
humificaranju tal (Mr$i¢, 1997), medtem ko huminska kislina zviSuje fitodostopnost kovin
na podlagi nastajanja organo-kovinskih kompleksov (Evangelou in sod., 2004). Pomembno
korelacijo med zviSanjem organske snovi zaradi aktivnosti £ fezidaz in koncentracijo
vodotopnih kovin (Zn, Cu, Cr, Cd, Co, Ni in Pb) so dokazali Wen in sod. (2004). Zvisanje
topne organske snovi so zabelezili Dandan in sod. (2007), ko so dezevniki vrste A7
guillelmi povzrocili zviSanje fitodostopnega Cu.

2.6.2 Vpliv deZevnikov na biodostopnost PSK

Kljub dobro znanemu dejstvu, da dezevniki vplivajo na zviSanje biodostopnosti kovin,
osnovni mehanizmi vpliva dezevnikov na kovine v tleh Se vedno niso povsem raziskani.
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Sizmur in sod. (2011a) so dokazali, da lahko Z. zerrestzis mobilizira PSK in As ter vpliva
na njihovo porazdeljenost v tleh; vpliv je odvisen tako od tipa tal kot tudi od specifi¢nosti
elementov, od zviSanja ali znizanja pH in topne organske snovi v tleh. Cu in Pb sta
mocneje vezana na organsko snov in tako bolj odvisna od spremembe topne organske
snovi, medtem ko Zn ni moc¢no vezan na organsko snov in je njegova topnost bolj pod
vplivom pH sprememb. Pri nizjih pH vrednostih je topnost PSK vi§ja, topnost As pa upada
z znizevanjem pH vrednosti. Mobilizirane kovine se lahko sperejo v povrsinske in podtalne
vode, kar predstavlja nevarnost tudi za bioto. Sizmur in sod. (2011b) so dokazali, da Z.
terrestris ne povzroc¢a ponovne mobilizacije PSK (Pb, Cu in Zn) po remediaciji tal s
kompostom in aktivnim ogljem. DeZevnike so inkubirali 28 dni v tleh, remediranih s
kombinacijo obeh aditivov (10 % + 10 % w/w) po 77 dneh od zacetnega dodatka aditiva.
Dobljeni rezultati se od rezultatov predhodnih raziskav precej razlikujejo in dokazujejo, da
so aditivi s svojimi lastnosti (pH in CEC) razveljavili u¢inek dezevnikov. Avtorji so
predlagali, da je v prihodnje potrebno raziskati dolgorocne vplive razlicnih aditivov in
razli¢nih vrst dezevnikov na mobilnost kovin. Sizmur in sod. (2011¢) so preucevali vpliv
organskih aditivov na spremembe v topnosti PSK (Pb, Cu in Zn) in As in vpliv Z. zerrestris
na kon¢ni vpliv remediacije s kompostom iz zelenih ostankov v tleh iz rudnika As/Cu in
Pb/Zn. Kompost so uporabili v koli¢inah 0, 5, 10, 15 in 20 % (w/w) in dodali en ali dva
dezevnika v konstantnem razmerju dezevniki:tla. Ugotovili so, da kompost zvisa topnost
As in zniza topnost Cu, Pb in Zn. Dodatek dezevnika je vplival tudi na zmanjSanje topnosti
As in Cu in povisal topnost Pb in Zn, z izjemo primera, ko so doloc¢eni vodotopni Pb in As
v porni vodi. Dodatek komposta je znizal topnost kovin in zmanjsal vpliv deZzevnikov na
topnost kovin. Mobilizacijo PSK (Pb, Zn in Cd) so kot posledico aktivnosti dezevnika
Fisenia fetida (epigeiCen) in Octolasion tyriaeum (endogeicen) po remediaciji onesnazenih
tal s spiranjem z EDTA dokazali tudi Udovi¢ in sod. (2007). V raziskavi so opazili
razveljavitev u¢inka remediacije in potrdili interspecifi¢ne razlike v aktivnosti dezevnikov,
ki se najbolj izrazajo v ucinkovitosti asimilacije, hitrosti transporta skozi prebavni trakt,
metabolizmu Ca, poti izloCanja ipd. Obe vrsti sta povzrocili porast Pb v karbonatni frakciji
v glistinah in zvisali biodostopnost Pb v ¢revesni fazi (doloceno s PBET) za faktor 2,4 (£
Jetida), oz. 2,8 (O. tyrtaeum). Mobilizacijo Cu so v onesnazenih tleh, spranih z EDTA, in s
prisotnostjo avtohtonega dezevnika vrste Z. zerrestris v svoji raziskavi opisali Udovi€ in
Lestan (2010). Remedirana in neremedirana tla (< 5 mm) so zatehtali (400 g) v plasti¢ne
posode, navlazili do cca. 50 % zadrZevalne kapacitete tal in stabilizirali v temi na 15 °C in
80 % vlaznosti. Po tri odrasle in zrele primerke Z. Zesrestris - oprane, posusene in postene
2 dni (zaradi praznjenja prebavil) - so dodali vsakemu vzorcu. Inkubacija je trajala 12
tednov, redno so vzdrzevali vlaznost tal. V remediranih tleh so dezevniki povzrocili porast
Cu, vezanega na karbonate (dolo¢eno s sekvencno ekstrakcijo); koncentracija v ¢revesju se
je povisala 1,7- krat (PBET), 1,1- krat se je povisala koncentracija Cu, dolo¢ena z DTPA.
Udovi¢ in Lestan (2007) sta raziskala vpliv dveh epigei¢nih vrst dezevnika, Z. rubellus in
F£. fetida, na frakcionacijo in biodostopnost Pb in Zn pred spiranjem z EDTA in po njem.
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Odrasle osebke so inokulirali v tla, po inkubaciji so glistine previdno pobrali s povrSine tal.
Nobena izmed vrst ni znacilno vplivala na frakcionacijo kovin v glistinah, pobranih iz
remediaranih ali neremediranih tal, koncentracija biodostopnega Pb (dolo¢ena s PBET) v
glistinah £ fetida pa je bila znatno visja kot v preostalih tleh.

Zvisanje PSK (Cr, Cu, Cd, Co, Zn, Pb in Ni) v vodotopni, izmenljivi in karbonatni frakciji
zaradi delovanja dezevnikov vrste £ fesida so zabelezili tudi Wen in sod. (2004), medtem
ko sta Cheng in Wong (2002) pisala o vplivu Peretima sp. na znizanje izmenljivega Zn in
Zn, vezanega na karbonate odvisno od tipa tal, uporabljenega v poskusu. Omenjeni
raziskovalci so v svojih raziskavah uporabljali procesirana tla, v objavi Udovi¢ in LeStan
(2007) pa so bile uporabljene glistine. Do razlik med rezultati je tako lahko priSlo zaradi
razli¢nih talnih znacilnosti ter fizioloskih in ekoloskih razlik med vrstami dezevnikov, ki
so znane kot selektivni porabniki.

2.6.3 Vpliv deZevnikov na funkcionalnost tal - vpliv na encimsko aktivnost in dihanje
v tleh

Poleg vpliva dezevnikov na kemijske in fizikalne lastnosti tal je znan tudi njihov vpliv na
distribucijo in aktivnost mikroorganizmov in talnih zivali (Binet in sod., 1998; Salmon,
2001). Mikrobioloski procesi v tleh so kljucni za Stevilne ekoloske funkcije, saj je
mikrobioloska aktivnost tesno povezana s strukturo tal, rodovitnostjo in transformacijo
organske snovi (Kizilkaya in Hepsen, 2007). Dezevniki lahko stimulirajo in/ali spremenijo
mikrobiolosko in encimsko aktivnost v tleh. V glistinah dezevnikov je bila zabelezena
porast bakterijske biomase, aktinomicet in gliv, obenem pa tudi dolo¢ena povisana
koncentracija fitodostopnih kovin (Wen in sod., 2004), kar je mogoce pripisati stimulaciji
bakterijske populacije, ki encimsko razgrajuje organsko snov, pri ¢emer se organsko
vezane kovine sproscajo v raztopino (Sizmur in Hodson, 2009). Dezevniki vplivajo na
talno mikrofoloro z razgradnjo organske snovi, kopanjem tunelov, odlaganjem glistin,
prehrano in eventuelnim konénim razpadom. Zmoznost mikroflore za prezivetje omenjenih
procesov je odvisna od njihove zmoZznosti za adaptacijo na pogoje, ki jih povzroci vsak
posamezen dezevnik (Sizmur in sod., 2009). Dezevniki povzro€ajo zviSanje mikrobne
respiracije v glistinah, v tunelih in v preostalih tleh, saj s seboj prinasajo dodatne vire
dostopnega C (McLean in sod., 2006). S svojo aktivnostjo lahko dezevniki poviSajo
mikrobno aktivnost tudi skozi izboljSanje prezracenosti tal, vi§jo vsebnostjo organske
snovi in vecjo dostopnostjo vode. McLean in sod. (2006) so v pregledu vpliva invazije
dezevnikov v ekosistem, ki predhodno ni bil naseljen, ugotovili, da se mikrobne skupine
prilagajajo z aktivnostjo prisotnih dezevnikov ter formirajo manjSe in bolj aktivne skupine.

Dezevniki lahko vplivajo na spremembe mikrobioloskih ali aktivnih skupin v tleh, zaradi
pogojev v njihovem crevesju; mikroorganizmi v ¢revesje dezevnika prihajajo predvsem iz
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zauzitega materiala, vsebujejo pa lahko tudi endemske mikroorganizme. Zaradi anoksi¢nih
pogojev v Crevesju dezevnika so stimulirani mikrobi sposobni anaerobne rasti - takSne so
npr. fermentativne bakterije (Drake in Horn, 2006; Sizmur in Hodson, 2009). Devliegher in
Verstraete (1995) sta opisala vpliv aktivnosti dezevnikov Z. Zerreszris na mikroorganizme
skozi procese obogatitve tla s hranili (NEP; meSanje tal, inkorporacija organske snovi z
povrSine, mobilnost in prehranjevalne navade dezevnika, ne pa tudi metabolizem) in
procese, povezane z aktivnostmi v Crevesju (GAP; produkcija encimov, biokemijske
reakcije, meSanje, mikrobna aktivnost v Crevesju, procesi v glistinah). Ugotovili so, da
NEP bolj kot GAP povzroca zviSanje mikrobne populacije. O izboljSanju mikrobioloskih
lastnosti glistin Z. Zerrestrisa in v tleh po dodatku razli¢nih aditivov - organskih odpadkov
(pSeni¢ne slame, odpadkov iz proizvodnje Caja, tobaka, kravjega gnoja in lupin lesnikov)
so pisali Kizilkaya in Hepsen (2007). Encimske aktivnosti (dehidrogenaze, - glukozidaze,
ureaze, alkalne fosfataze in arilfosfataze) so se zviSale po dodatku organskih aditivov, tako
v glistinah kot tudi v tleh. Pati in Sahu (2004) sta pokazala, da dodatek elektrofilterskega
pepela v delezu 5 % ob prisotnosti dezevnika Drawida wi//s7 stimulira mikrobno aktivnost
(DHA, respiracijo) in se v navedenih koli¢inah lahko uporablja za izboljSanje rodovitnosti
kislih tal.

2.7 UPORABA [S,S]-EDDS V POSTOPKU STABILIZACIJE TAL

[S,S] stereoizomer etilendiamindisukcinata [S,S]-EDDS je bil sprva izoliran kot metabolit
aktinomicet v tleh (4mycolatopsis orientalis) in je torej naravno prisotna sestavina tal;
bioloSko razgradljiv in v nizkih koncentracijah ni strupen - strupenost samega EDDS
preizkuiena na ribah, je nizka (ECso > 1000 mg L) (Nishikiori in sod., 1984).
Mineralizacija [S,S]-EDDS do konéne razgradnje traja 28 dni; potrjena pa je razgradljivost
kompleksov s Pb, Cd in Zn v aktivnih blatih (Jaworska in sod., 1999). Zaradi svoje
ucinkovitosti pri ekstrakciji in stabilnosti kompleksov se kljub visoki ceni uporablja pri
remediaciji tal, onesnazenimi s razlicnimi PSK (Nowack in sod. 2006; Pociecha in sod.,
2009; Yip in sod., 2010), njegova ucinkovitost pa je primerljiva z u¢inkovitostjo EDTA
(Yip in sod., 2010). Izkazalo se je, da je zamenjava EDTA s [S,S]-EDDS mozna navkljub
nekoliko nizji uinkovitosti in dejstvu, da potrebuje visje pH vrednosti. [S,S]-EDDS v
primerjavi z EDTA povzro¢a manjSo dezintegracijo zelezovih delcev (Yip in sod., 2010).
[S,S]-EDDS je pogosto uporabljen za inducirano fitoekstrakcijo (Kos in sod., 2003; Kos in
Lestan, 2003; 2004), ker zaradi kompleksiranja PSK poveca biodostopnost le teh za
rastlino in pospesi prenos kovinskih kompleksov iz korenin v nadzemne dele rastlin. Ob
dodatku 10 mmol kg suhih tal [S,S]-EDDS so rastline v svojih nadzemnih delih
akumulirale 1926- krat ve¢ Pb, 7,5- krat ve¢ Zn in 11-krat ve¢ Cd kot v kontrolnih
rastlinah, ki jim ni bil dodan kelatni ligand (Kos in LesStan, 2004). Po nam znanih podatkih
dosedaj Se nih¢e ni uporabil [S,S]-EDDS pri postopkih stabilizacije onesnazenih tal.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 LOKACIJE VZORCENJA

V okviru doktorske naloge smo proucevali vpliv aditivov na razli¢nih vzorcih, en vzorec z
lokacije Podkloster (Avstrija) in 3 (poimenovani Mx, My, Mz) z obmocja Zgornje meziske
doline (Slovenija).

V Podklostru (Arnoldstein) na avstrijskem KoroSkem, v blizini mej s Slovenijo in Italijo, je
vec kot 500 let obstajala talilnica Pb, od leta 1950 pa so priceli Se s rudarjenjem Zn, Cd in
Ge. Talilnico so zaprli leta 1992. Emisija potencialno strupenih elementov, predvsem Pb,
Zn in Cd, v manjsi meri pa tudi Cu in As, je povzrocila onesnazenje podrocij, ki so se
uporabljala za gradnjo stanovanjskih objektov, otroskih igris¢, za kmetijstvo (Slika 2)
(Friesl-Hanl in sod., 2009).

Slika 2: Lociranje kraja Podkloster (¢rna pika) na avstrijskem Koroskem (siva povrsina) (Friesl-Hanl in sod.,
2009: 583)

Figure 2: Localisation of the site Arnoldstein/Hohentum (black dot) in Carinthia (grey area) in Austria
(Friesl-Hanl in sod., 2009: 583)

V Sloveniji je kar nekaj obmocij, ki so zelo onesnazena s PSK (obmocje Celja in Meziske
doline sta onesnaZeni s Pb, Zn in Cd, Jesenice z Ni in Cr, Smarje pri Kopru pa s Cu).

Za naSe delo smo izbrali tla iz MezisSke doline, kjer so PSK v okolju posledica pretekle
tristoletne rudniske, topilniSke in kovinsko-predelovalne dejavnosti. Tla v dolini, ki
vkljucuje tudi 6600 ha kmetijskega zemljisca, so onesnazena primarno s Pb in tudi Zn in
Cd. Na podlagi predhodnih raziskav vsebnosti posameznih PSK in pH tal, ki jih je opravilo
podjetje za okoljske tehnologije in inzeniring ENVIT in pregleda terena, smo izbrali tri
vzoréne tocke (koordinate za vzorec Mx so N46 30 40.7 E14 51 55.5 (parcela 842/1 KO
889), za vzorec My so N46 29 7,58 E14 52 26,47 (parcela 47 KO 900) in za vzorec Mz so
N49 06 08,56 E 14 91 03,46 (parcela 46 KO 900); Slika 3).
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Slika 3: Lociranje vzor¢nih tock (zelene ¢rke) v Meziski dolini (x za vzorec Mx, y za My in z za Mz); avtor
karte: dr. Neza Finzgar, ENVIT; geostatisticna obdelava podatkov: dr. Milan Kobal, Gozdarski institut
Slovenije (2012) (osebna komunikacija)

Figure 3: Localisation of the sampling points (green lettters) in Meza Valley (x for Mx sample, y for My and
z for Mz); author of the map: dr. Neza Finzgar, ENVIT; geostatistical data analysis: dr Milan Kobal,
Slovenian Forestry Institute (2012) (personal communication)

3.2 VPLIV ADITIVOV NA STABILIZACIJO PSK IN FUNKCIONALNO OBNOVITEV
ONESNAZENIH TAL PO STABILIZACII - ZASNOVA POSKUSA

Raziskave smo izvedli v dveh delih; v prvem delu smo testirali vpliv razlicnih koncentracij
hidroksiapatita in Slovakita, izdelanega ravno za namen remediacije tal, na potencialno
biodostopnost PSK (Pb, Zn, Cd, Cu) v tleh z lokacije Podkloster. Kationska izmenjevalna
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kapaciteta, izrazena kot Stevilo molov pozitivnega naboja adsorbiranega na enoto mase,
(mmol. 100 g tal), hidroksiapatita je znagala 7,2 mmol. 100 g in Slovakita 91,5 mmol,
100 g'; pH hidroksiapatita je bil 7,8 in Slovakita 8,7; vsebnost karbonatov v Slovakitu pa
47 %. Dodajali smo svezim tlem (< 5 mm) iz Podklostera 1 %, 2,5 % in 5 % (w/w)
Slovakita (IPRES, Bratislava, Slovaska), presejanog na 250 pm, in iste koli¢ine
hidroksiapatita (tri- kalcium fosfata, Riedel-de Haén). Odstotek dodanega aditiva se nanaSa
na suho tezo tal. Enake koli¢ine neremediranih (kontrolnih) in remediranih tal (v katera
smo dodali aditive) smo zatehtali v polipropilenske posode (300 mL), navlazili do 100 %
poljske kapacitete in inkubirali v temi en mesec pri konstantni temperaturi 14 °C. Vlaznost
tal smo redno preverjali in uravnavali po potrebi. Poskus smo izvedli v treh ponovitvah. Po
izteku inkubacijskega ¢asa smo dolocili potencialno biodostopnost PSK v remediranih in
neremediranih tleh s pomocjo razlicnih selektivnih kemijskih ekstrakcij (ekstrakcije s
DTPA, EDTA, amonoacetatom in kalcijevim kloridom). Na podlagi dobljenih rezultatov
smo izbrali naju¢inkovitejSo koncentracijo obeh aditivov.

V drugem delu poskusa smo po istem postopku kot v prvem delu tlem dodali 5 % (w/w)
hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita. Uporabili smo 7,5 kg suhih kontrolnih tal in
ustrezno koli¢ino remediranih tal ter jih enakomerno porazdelili v plasti¢ne kolone (viSine
40 cm, premera 16 cm, Slika 4), jih navlazili do 100 % poljske kapacitete in inkubirali en
mesec v temi pri konstantni temperaturi 14 °C.

Slika 4: Priprava kontrolnih in stabiliziranih tal v kolonah; faza vlazenja tal do 100 % poljske kapacitete.
Figure 4: Preparation of non-remediated soils and remediated soils; the stage of soil moisturing until 100% of
field capacity is achieved.
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3.3 VPLIV DEZEVNIKOV NA BIODOSTOPNOST PSK IN FUNKCIONALNO
OBNOVITEV ONESNAZENIH TAL PO STABILIZACIJI- ZASNOVA POSKUSA

Dve vrsti dezevnikov, ki niso bili izpostavljeni PSK, Dendrobaena veneta in Lumbricus
terrestris, smo naro€ili pri www.riesenwurm.de (Ueckermiinde, Nemcija). Dezevnike smo
hranili v temi pri konstantni temperaturi (14 °C) in relativni vlaznosti (80 %). Pri nasem
delu smo uporabili zrele primerke obeh vrst, s katerih smo z vodo sprali ostanke zemlje in
jih postavili na navlazeno papirnato brisaco v petrijevke (po tri primerke 0. veresz in en
primerek Z. zerrestris na petrijevko). Dezevnike vrste D. venesa smo inkubirali 3 dni pri T
= 14 °C, dezevnike vrste Z. zerrestris pa 4 dni pri T = 14 °C z namenom, da izpraznijo
vsebino Crevesja. Papirnate brisate smo menjevali dnevno, da bi se izognili koprofagiji
(zauzitju iztrebkov). Dezevnike smo ob koncu inkubacije oprali, pozorno obrisali s
papirnato brisaco in stehtali.

Pripravili smo Ciste plasticne posode (premer 6 cm, viSina 16 cm) s perforiranim dnom, ki
smo jih pokrili s finim sitom (zaradi zagotavljanja dobre prezracenosti in pogojev vlazenja
ter preprecevanja pobega dezevnikov). Stehtali smo 265 g zracno suhih kontrolnih in
remediranih tal (iz Podklostera) ter jih navlazili do 80 % poljske kapacitete. Deset
primerkov 2. veneta (s povprecno tezo 1,2+0,5 g) ali 3 primerke Z. zerrestris (s povpre¢no
tezo 3,6+0,9 g) smo dodali v vsako poskusno posodo in jih 22 dni (Z. zerrestris) oz. 39 dni
(D. veneta) inkubirali v temi pri konstantni temperaturi (14 °C) in relativni vlaznosti (80
%). Tla smo redno vlazili, s ¢imer smo zagotavljali vzdrzevanje poljske kapacitete tal (80
%). Po izteku inkubacijskega Casa smo iz procesiranih tal odstranili dezevnike, tla
premesali in homogenizirali; v tleh smo doloc€ili encimske aktivnosti, nato pa smo tla
zracno posusili za nadaljne analize.

3.4 VPLIV ADITIVOV NA STABILIZACIJO PSK PO DODATKU Na;EDDS IN
HRANIL (MELASE)

Na podlagi predhodnih raziskav onesnazenosti tal s PSK, ki jih je v Meziski dolini opravilo
podjetje ENVIT d.o.o., ter dodatnega pregleda terena (dolocanja dostopnih vzorénih mest,
vzorcenja po globinah, dolo¢anja koncentracij PSK v tleh (< 2 mm) s pomocjo rentgenske
fluorescencne spektrometrije (XRF) oz. z uporabo X - zarkovnega indikatorja ter doloCanja
pH v suspenziji tal z 0,01 M CaCl, v razmerju 1:2 (v/v)) smo izbrali najustreznejSo tocko-
vzorec Mx (Slika 5). Po optimizaciji posameznih parametrov remediacijskega procesa smo
v nadaljni poskus vkljucili §e dva vzorca (My in Mz); tla smo presejali skozi 5 mm sito in
zracno posusili.



Tica D. Dostopnost kovin v onesnazenih tleh po remediaciji z metodo stabilizacije. 31
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

Slika 5: Dolo¢anje pH vrednosti (levo) in vsebnosti PSK s XRF metodo (desno) v talnih vzorcih na terenu
Figure 5: Determination of pH value (left) and PTM concentrations with XRF method (right) in soil samples
in the field

V zaetnem (small scale) poskusu spiranja tal smo stehtali po 50 g zracno suhih tal (vzorec
Mx) v 300 mL polipropilenske posode s perforiranim dnom, ki smo jih pokrili s fino
mrezico. Tla smo spirali s 50 mL pralne raztopine, ki je vsebovala 2,5, 5, 10 in 15 mmolov
tri-natrij-[S,S]-etilendiamindisukcinata (Na;EDDS) kg™ suhih tal. Raztopino, ki se je
spirala iz tal, smo 24 h recirkulirali s pomog&jo peristalti¢ne &rpalke (pretok 2 mL min™) in
raztopini med postopkom dodali Se 20 mL vode. Pri poskusu smo uporabili [S,S]-
stereoizomer etilendiamindisukcinata (Enviomet™ C140, Innospec, Velika Britanija). Po
kemijski sestavi je Enviomet™ C140 tri- natrijeva sol [S,S]- etilendiamin-N,N-dijantarne
kisline, C;oH3N;Na30s, s koncentracijo 37,3 %, M = 358,19 g mol” in gostoto 1,325 g
mL"'. Koncentraciji Pb in Cd smo izmerili v sprani raztopini (po 24 h). Na podlagi
dobljenih vrednosti, celokupne koncentracije kovin v tleh in volumna raztopine smo
izracunali delez kovin, odstranjenih iz tal.

Poskus smo nadaljevali z najbolj u¢inkovitimi koncentracijami Na;EDDS. Vzorec Mx smo
zracno posusili, presejali (< 5 mm) in stabilizirali s hidroksiapatitom, Slovakitom in
kalcijevim polisulfidom; vsak aditiv smo dodajali v koncentraciji 1 %, 2,5 % in 5 % (w/w).
Uporabljena hidroksiapatit in Slovakit sta bila enaka kot v prejSnjih poskusih; na novo smo
uporabili 30 % CaSx z gostoto 1,22 g mL" (Polisenio, Lugo, Italija). Enake koli¢ine
remediranih tal (zatehte, ki ustrezajo 60 g suhih tal brez aditivov), v katera smo primesali
aditive, smo zatehtali v polipropilenske posode (300 mL) s perforiranim dnom, prekritih
finim sitom. Poskus smo izvedli v treh ponovitvah. Tla smo navlazili z vodo (volumen, ki
odgovarja 105 % zadrzevalne kapacitete tal) ali z raztopino Na;EDDS (5 in 10 mmol kg™
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suhih tal), pripravljeno v volumnu vode, ki ustreza 105 % zadrzZevalne (poljske) kapacitete
tal. S peristalticno ¢rpalko smo raztopino Crpali preko posod s talnimi vzorci; raztopino
smo precrpavali 24 h (Slika 6). Nasic¢ene vzorce smo inkubirali v temi pri vlaznosti 80 %
in temperaturi 17£1 °C. Tla smo dvakrat tedensko premesali; vlaznost tal smo preverjali in
uravnavali po potrebi (na min 70 % =zadrzevalne kapacitete tal). Po enem mesecu
inkubacije smo vzorce posusili ter v presejanih talnih vzorcih (< 2 mm) dolocili pH
vrednost in potencialno biodostopnost PSK (ekstrakcija s amonoacetatom).

Slika 6: Postopek nasicenja razli¢no remediranih talnih vzorcev.
Figure 6: Process of saturating soil samples, remediated with different aditives and their concentrations

Na podlagi rezultatov smo izbrali najustreznejsi aditiv in koncentracijo, pri kateri je bil
ucinek imobilizacije PSK najizrazitej$i, ter koncentracijo raztopine Na;EDDS. V
nadaljnem poskusu smo zeleli Se podrobneje raziskati vpliv izbranega aditiva (5 % (w/w)
hidroksiapatita), 10 mM Na;EDDS kg™ ter dodatka hranila (5 % melase) na imobilizacijo
oz. potencialno biodostopnost PSK. Melasa je stranski proizvod predelave sladkorne pese
(50 % suhe snovi melase tvori saharoza, 30 % pa nesaharozne snovi - mineralnega porekla,
ter organske z dusikom ali brez njega) (Jevtic- Mucibabi¢ in sod., 2011). V raziskavo smo
poleg vzorca Mx (787 mg kg' Pb) vkljuili $¢ dva talna vzorca, My in Mz, ki sta
vsebovala bistveno ve& PSK (1883 mg kg™ in 4433 mg kg™ Pb, respektivno).

Uporabili smo 300 mL plasticne posode, v katere smo dodali po 50 g suhih tal, neodvisno
od nacina tretiranja. Prvi set vzorcev (izveden v treh ponovitvah) smo zgolj navlazili z
vodo (105 % poljske kapacitete); v drugi seriji smo vzorce stabilizirali z dodatkom 5 %
(w/w) apatita ter navlazili z vodo (105 % poljske kapacitete); tretja obravnava je
vkljudevala dodatek 5 % melase ter 10 mM Na;EDDS kg suhih tal, raztopljenih v
volumnu vode, ki ustreza 105 % poljske kapacitete. V cetrti seriji vzorcev smo tla
stabilizirali s 5 % (w/w) dodatkom hidroksiapatita, 5 % melase ter 10 mM Na;EDDS kg™
suhih tal, raztopljenega v volumnu vode, ki je ustrezal 105 % poljski kapaciteti. Tekoc¢ino
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smo 24 ur preérpavali preko vzorca s pomodjo peristalti¢ne &rpalke (2 mL min™). Melaso
smo dodajali po 24 h, saj smo ugotovili, da je takrat najve¢ Pb vezanega za Na;EDDS. Tla
smo nato inkubirali v temi, pri 171 °C in vlaznosti 80 %, vlaznost vzorcev redno
preverjali, ter po enem mesecu vzorce posusili, presejali skozi 2 mm sito in jih ustrezno
analizirali.

3.5 OSNOVNE PEDOLOSKE ANALIZE
3.5.1 Tekstura tal

Teksturo oz. mehansko analizo tal za uvrscanje v tri osnovne teksturne razrede (pescena,
glinasta in ilovnata tla) smo dolocili s pomocjo sedimentacijske metode (ISO 11277,
1998). V plastenko smo zatehtali 10 g zra¢no suhih tal (2 mm), jih prelili s 25 mL 0,4 N
Na- pirofosfata ter pustili stati preko noci. Naslednji dan smo vzorce 4 ure stresali na
stresalniku, potem suspenzijo prenesli na sito z velikostjo por 0,2 mm ter izpirali z
deionizirano vodo (dH,O) toliko Casa, da so se na situ obdrzali delci, vecji od 0,2 mm
(grobi pesek). Ostanek na situ smo prenesli v izparilnico, susili 1 uro pri 105 °C, vzorec
ohladili v eksikatorju in ga stehtali. Preostalo suspenzijo smo prenesli v valj in ga dopolnili
z dH,0O do merilne oznake 1 L; zamasen valj smo stresali 3 minute. Po 3 min smo valj
postavili na mizo in po 44 sekundah odpipetirali prvo frakcijo oz. prvih 10 mL vzorca iz
globine 10 cm. Pri tem smo zajeli delce, manjSe od 0,05 mm oz. grobi in fini melj ter glino.
Vzorec smo dali v izparilnico in jo postavili v peS¢eno kopel ter jo segrevali toliko ¢asa, da
je izparela vsa voda. Preostanek smo susili pri 105 °C, ohladili v eksikatorju ter stehtali.
Valj smo nato ponovno stresali 3 min, po 4 min in 27 sec smo odpipetirali 10 mL vzorca iz
globine 10 cm (v suspenziji so bili delci manjsi od 0,02 mm- fini melj in glina) ter ponovili
postopek s suSenjem vzorca. Valj smo ponovno stresali 3 min in po 7 h in 35 min
odpipetirali 10 mL vzorca iz globine 10 cm, s ¢imer smo zajeli delce manjse od 0,002 mm
(glinene delce); postopek susenja smo ponovili. Na podlagi dobljenih mas posamezne
frakcije smo izracunali deleze peska, melja in gline ter s pomocjo teksturnega trikotnika
dolocili teksturni razred (osnovni razredi so: pescena, glinasta in ilovnata tla, ki so nadalje
razdeljena Se v posamezne teksturne razrede - skupno jih je 14) posameznih talnih vzorcev.
Meritve teksture tal je opravil laboratorij Centra za pedologijo in varstvo okolja (CPVO).

3.5.2 pH vrednost

pH talnih vzorcev smo dolocali po standardu ISO 10390 (2005), s pomocjo steklene
elektrode v 1:5 (v/v) suspenziji tal in 0,01 M kalcijevega klorida. Natan¢no doloc¢eno
koli¢ino zra¢no suhih in presejanih tal (< 2 mm) smo z merilno Zlicko (7,5 mL) prenesli v
50 ml polipropilenske posode. Tla smo prelili z 0,01 M raztopine CaCl, (v razmerju 1:5
v/v), ki smo jo pripravili z raztapljanjem 1,47 g CaCl,x2H,0O v 1 L dH,0O. Vzorce smo 5
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min stresali na stresalniku pri 200 obratih min™ in jih pustili pogivati v odprtih posodah 20
ur. Neposredno pred meritvijo smo vzorce ro¢no dobro pretresli, nato pa v suspenziji
izmerili pH s pomoc¢jo vnaprej umirjenega pH metra.

3.5.3 Kationska izmenjevalna kapaciteta tal (CEC- cation exchange capacity)

Zrano suha tla smo presejali skozi 2 mm sito, stehtali 10 g in prelili s 100 mL raztopine
IM amonoacetata, vzorec premesali ter ga pustili stati preko noci. Naslednji dan smo
vzorce 1 uro stresali na stresalniku. Suspenzijo smo prefiltrirali in v filtratu izmerili
vsebnost Ca in Mg z uporabo atomske absorpcijske spektrometrije (Varian AA240FS) ter
Na in K na plamenskem emisijskem spektrometru. Izmenljivo kislost v tleh smo dolocili
po Melichovi metodi, modificirani po Peechu. Zracno suha tla (< 2 mm) smo stehtali (10
g) in prelili s 100 mL ekstrakcijske raztopine (0,5 M BaCl; in 0,055 M trietanolamina pri
pH 8,0+0,02). Vzorec smo premesali, pustili stati preko noci ter naslednji dan po 1 uri
stresanja filtrirali. Odpipetirali smo 20 mL, dodali dve kapljici meSanega indikatorja
bromkrezol in metilrdece in titrirali z 0,1 M HCI do rahlo vijoli¢aste barve. Vzporedno
smo naredili slepi vzorec ter iz uporabljenega volumna kisline za talni izvlecek in slepi
vzorec izradunali vsebnost H ionov (mmol. 100g™ tal). CEC predstavlja vsoto izmenljivih
kationov (bazi¢no delujo¢ih Ca**, Mg”", K™ in Na, ter kislo delujo¢ih kationov, med
katerimi je najpomembne;jsi H', pa tudi AI’", ki lahko povzro&i nastanek H) in je odvisna
od deleza gline, vsebnosti organske snovi ter Zelezovih, manganovih in aluminijevih
oksidov; obi¢ajno je v obmog&ju med 20 in 40 mmol. 100 g tal (Gréman in Zupan, 2010).
Meritve izmenjevalne kapacitete tal je opravil laboratorij CPVO.

3.5.4 Organska snov, C/N razmerje in rastlinam dostopni fosfor

Organsko snov v tleh smo dolocili s pomoc¢jo Walkley- Black metode, ki temelji na
oksidaciji organske snovi v raztopini kromove in Zveplene kisline. Zra¢no suha tla (2 mm)
smo zatehtali (odvisno od vsebnosti organske snovi - od 0,05 g za humozna tla do 2 g za
tla z manj kot 1 % humusa) v 200 mL bucko. Vzorec smo prelili z 10 mL 1 N kalijevega
dikromata in z bucko rahlo pretresli. Nato smo dodali 20 mL koncentrirane Zveplove
kisline in narahlo mesali 1 min, s ¢imer smo zagotovili temeljiti kontakt reagentov s tlemi.
Vzorec smo pustili stati 20 min. Po 20 min smo bucko dopolnili do 20 mL z dH,O.
Odpipetirali smo 20 mL vzorca, dodali 1 mL 85 % fosforne kisline in 0,2 g Na- fluorida;
za tem smo dodali 3 kapljice difenilamina, narahlo premesali in suspenzijo titrirali z
raztopino 0,5 N fero-amonsulfata. Pripravili smo tudi slep vzorec oz. kontrolo (vzorec brez
tal). Na podlagi volumna sulfata, porabljenega za prazen vzorec in za preiskovani vzorec,
ter faktorja F (faktor F pa je odvisen od zatehte vzorca: za 0,05 g je 13,4; za 0,1 g je 6,7; za
0,2 gje 3,35;za 0,5 gje 1,34; za 1 g je 0,67; za 2 g je 0,335) smo izracunali vsebnost
organske snovi v %.
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Vsebnost celokupnega dusika in ogljika smo dolo¢ili z uporabo C/N analizatorja Vario
MAX CN; za potrebe analize smo stehtali po 1 g zra¢no suhega vzorca (presejanega < 2
mm) ter ga vstavili neposredno v analizator. Na podlagi dobljenih vrednosti celokupnega
ogljika in dusika smo izrac¢unali vsebnost, izrazeno v % suhe snovi (s. s.).

Lahko dostopni fosfor smo dolocali skupaj s kalijem in sicer po amon-laktatni (AL) metodi
Egner-Riehm-Dominga. V prvem delu smo ekstrahirali P in K s pomocjo AL-
ekstrakcijske raztopine, ki je po sestavi 0,1 mol L™ amonlaktat n 0,4 mol L™ ocetna kislina
(pH=3,7). V drugem delu smo dolocili P kolorimetri¢no, K pa plamensko fotometri¢no. V
reagentno plastenko smo stehtali 5 g vzorca tal (< 2 mm), prelili s 100 mL ekstrakcijske
AL raztopine, zaprli in za 2 uri postavili na stresalnik. Ekstrakt smo prefiltrirali, pri cemer
smo prvi del filtrata zavrgli. V ekstraktu smo P (10 mL) dolo¢ili z razvijanjem modre barve
z amonmolibdatom (1 mL) in redukcijskim sredstvom (1 mL) ter dodali Se 15 mL vode in
dobro premesali. Razvila se je modra barva kot posledica nastajanja fosfor-molibdatnega
kompleksa; po 10 min po razvitju barve smo v vzorcih merili intenzivnost modre barve s
spektrofotometrom (pri 580 nm). Standarde za umeritveno krivuljo smo pripravili na enak
nacin kot talne vzorce.

Meritve organske snovi, C/N ter lahko dostopnega fosforja je opravil laboratorij Centra za
pedologijo in varstvo okolja (CPVO).

3.6 ZADRZEVALNA (POLISKA) KAPACITETA TAL

Poljska kapaciteta tal je odvisna od velikosti talnih delcev ter vsebnosti organske snovi v
tleh. Poljsko kapaciteto talnih vzorcev oz. koli¢ino vode, ki jo tla zadrzijo v naravnih
pogojih po namakanju in gravitacijskem precejanju smo dolocili tako, da smo v plasti¢ni
kozarec (premer 5,5 cm, viSina 6 cm) s perforiranim dnom, ki smo ga praznega stehtali,
odmerili suha tla, do cca. 1 cm pod vrhom kozarca in si zapisali tezo. Kozarce smo
postavili na stojalo in jim dodajali vodo po kapljicah. Postopek vlazenja smo prekinili, ko
je voda zacela izhajati iz dna kozarca; kozarce smo pokrili s perforirano prozorno folijo in
jih pustili stati naslednjih 24 h. Po enem dnevu smo kozarce s tlemi stehtali in iz zateht
suhih ter namocenih tal izracunali poljsko kapaciteto tal.

3.7 VSEBNOST KOVIN
3.7.1 Dolocanje celokupnih vsebnosti kovin
Celokupne vsebnosti kovin v vzorcih smo dolo¢ili po standardu ISO 11466 (1995). Zra¢no

suhe talne vzorce smo najprej zmleli in potem presejali ¢ez 160 um sito. V. 50 mL
reakcijske posode smo stehtali 0,5 g talnega vzorca in ga prelili z 12 mL raztopine
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zlatotopke: mesanice 37 % klorovodikove (HCI) in 65 % dusikove (HNOs) kisline v
razmerju 3:1 (vol). Vzorce smo kuhali 30 min v mikrovalovni pecici in jih potem
gravimetri¢no filtrirali (velikost por 2 pm), ter vzorce z dH,O (deionozirano vodo)
razredcili do skupnega volumna 50 mL.

Koncentracije kovin v vzorcih smo dolocili z uporabo atomske absorpcijske spektrometrije
(Varian AA240FS), z uporabo meSanice zraka in acetilena. Za preverjanje ucinkovitosti
uporabljenih metod (QA/QC protokol) smo uporabili standardne referencne materiale za
medlaboratorijsko primerjavo (Wepal 2003.1 in Wepal 2005.1.1, HBLFA Raumberg-
Gumpenstein, Avstrija). Meje kvantifikacije Pb/Zn/Cu/Cd so znasale 0,1/0,01/0,03/0,02
mg L 1

Za dolocanje vsebnosti PSK direktno v tleh smo na terenu uporabljali prenosni aparat za
rentgensko fluorescencno spektrometrijo (XRF, Delta DS-4000, Olympus Innov-x, USA).
Faktor, ki odraza razmerje med XRF in AAS meritvami za Pb zna$a (mg L™ )xgr x 0,779.

3.7.2 Sekven¢na ekstrakcija kovin

Sekvencne ekstrakcije so zanimive, ker povezujejo mobilnost kovin z oceno tveganja,
definirajo porazdeljenost PSK med razlicnimi talnimi frakcijami in lo¢ijo PSK na podlagi
njihove fizikalno-kemijske povezanosti z drugimi komponentami tal, mobilnosti in
biodostopnosti (Mulligan in sod., 2001). Porazdeljenost kovin med razlicnimi talnimi
frakcijami smo dolocili z modificirano ekstrakcijsko shemo po Tessierju (LeStan in sod.,
2003). Z razli¢nimi ekstrakcijskimi raztopinami smo v zaporednih ekstrakcijskih postopkih
izloc¢ali iz tal kovine, vezane na razlicne talne frakcije. Lahko topno frakcijo (I. sekvenco)
smo ekstrahirali iz 1 g zracno suhih tal, zmletih in presejenih skozi 250 um sito, z 10 mL
dH,O in stresanjem pri 400 obratih min"'. Vzorce smo potem centrifugirali (pri 2500
obratih min™', 30 min) in supernatante odpipetirali v polipropilenske plastenke. Izmenljivo
frakcijo kovin smo dolocili tako, da smo preostale talne vzorce po prvi ekstrakciji prelili z
10 mL 10 M raztopine Mg(NO3); in stresali 2 uri, nato smo vzorce centrifugirali in odlili
supernatant (II. sekvenca). Tretjo sekvenco oz. kovine, vezane na karbonate, smo dolo¢ili z
ekstrakcijo kovin iz preostalih talnih vzorcev iz II. sekvence z 10 mL 1 M NH4OAc (pH 5).
Vzorce smo stresali na stresalniku 5 ur, nato centrifugirali in odpipetirali supernatant. V
IV. sekvenci (kamor uvrs¢amo kovine, vezane na zelezove in manganove okside) smo
vzorcem dodali 20 mL 0,1 M NH,OH x HCl (pH 2) , vzorce stresali 12 ur, nato pa ponovili
postopek s centrifugiranjem in lo¢evanjem supernatanta. V nadaljevanju smo, da bi lo¢ili
V. sekvence oz. kovin, vezanih na organsko snov, vzorce prelili s 3 mL 0,02 M HNO; ter
jih namestili v vodno kopel (85 °C). Vzorcem smo nato pocasi (po 1 mL) dodajali 5 mL 30
% H»,0; ter jih sagrevali tako dolgo, da je ves H,O, izhlapel. Nato smo dodali 15 mL 1 M
raztopine NH4OAc v 6 % HNO; ter vzorce stresali 30 min, jih centrifugirali in odlili
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supernatant. Preostale vzorce smo s postopnim izpiranjem prenesli v posode za razklop z
zlatotopko (VI. sekvenca oz. preostale kovine). Vzorce smo prelili z 9 mL HCI in 3 mL
HNO:; ter jih kuhali 30 min v mikrovalovni pecici. Dobljene raztopine smo gravimetricno
filtrirali skozi filtre z velikostjo por 2,5 um ter vzorce z dH,O razred¢ili do skupnega
volumna 50 mL. Po lo¢evanju vsake sekvence so vzorci spirani z dH,O (prelili smo jih z
10 mL dH,O, stresali na stresalniku 10 min, centrifugirali, supernatant pa zavrgli).

3.8 EKSTRAKCIJSKI TESTI
3.8.1 Dolocanje biodostopnosti kovin z ekstrakcijo z 0,01 M CaCl,

Za oceno fitodostopnosti kovin smo izvedli ekstrakcijo z 0,01 M CaCl,. Raztopina je
narejena tako, da ne povzroca raztapljanja karbonatov v tleh in posledi¢nega spros¢anja
vanje vezanih kovin, sprosti pa delez kovin, vezanih na Fe- in Mn-okside, ki sicer
organizmom niso dostopni (Novozamsky in sod., 1993). Ekstrakcijsko raztopino 0,01 M
CaCl, smo pripravili tako, da smo 1,470 g CaCl,x2H,0 raztopili v 1L deionizirane vode. V
250 mL polipropilenske posode smo stehtali 5 g zra¢no suhih tal (< 2 mm) in jih prelili s
50 mL 0,01 M CaCl; (pH 5,30-6,00). Posode smo 3 ure stresali na stresalniku pri hitrosti
120 obratov min™'. Po kondanem stresanju smo vzorce 10 min centrifugirali pri 3000 obr.
min”'. Koncentracije kovin (Pb, Cu, Cd in Zn) v vzorcih smo dolo&ili z uporabo atomske
absorpcijske spektrometrije (Varian AA240FS), z uporabo mesanice zraka in acetilena.

3.8.2 Dolocanje biodostopnosti kovin z ekstrakcijo z 1M amonoacetatom (NH4OAc)

Izmenljive kovine v tleh, ki so hkrati fitodostopne, smo dolocili z ekstrakcijo z 1 M
amonoacetatom (Kalra in Maynard, 1991). Acetati imajo visjo kompleksirajoco sposobnost
kot kloridi in nitrati ter u¢inkovito preprecujejo ponovno adsorpcijo pri ekstrakeiji (Hooda,
2010). 1 M ekstrakcijsko raztopino NH4OAc smo pripravili tako, da smo v priblizno 800
mL deionizirane vode raztopili 77,08 g amonoacetata in z ocetno kislino uravnavali pH
raztopine na vrednost 7, potem smo merne posode dopolnili do 1 L z deionizirano vodo.
Pet g zracno suhih tal, presejanih ¢ez 2 mm sito, smo prelili z 50 mL ekstrakcijske
raztopine NH4OAc in jih 1 uro pri sobni temperaturi stresali na stresalniku pri hitrosti 150
obr. min™'. Po konganem stresanju smo suspenzije vakuumski filtrirali (Whatman, velikost
por 2,5 um) in v filtratu izmerili koncentracije kovin (Pb, Cu, Cd in Zn), z uporabo
atomske absorpcijske spektrometrije (Varian AA240FS), z uporabo mesSanice zraka in
acetilena.

3.8.3 Dolocanje biodostopnosti kovin z ekstrakcijo z DTPA

Biodostopen del kovin v tleh smo tudi dolocili z wuporabo ekstrakcije z
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dietilentriaminpentaocetno kislino (DTPA). Lindsay in Norvell (1978) sta razvila metodo,
ki je sicer prvotno namenjena dolo¢anju mikronutrientov kovin, kot so Zn, Fe, Mn in Cu v
karbonatnih tleh in je bila kasneje uporabljana za dolocanje indeksa biodostopnosti
neesencialnih kovin (Cd, Cr, Pb, Ni) (Wong in sod., 2001; Antoniadis in sod., 2007;
Menzies in sod., 2007; Owojori in sod., 2010). Ekstrakcija omogoca tudi spros¢anje dela
kovin vezanih na Fe- in Mn- okside, ki so sicer nedostopni organizmom.

Za pripravo 10 L ekstrakcijske raztopine smo v priblizno 200 mL deionizirane vode
(dH»0) raztopili 149,2 g TEA (reagent grade p.a.), 19,67 g DTPA in 14,7 g CaClyx2H,0,
nato pa nivo dopolnili do volumna 9 L. Po potrebi smo uravnavali pH vrednost raztopine
na 7,30+0,05 z razred¢eno solno kislino (HCI, 1:1 N). Ekstrakcijsko raztopino smo
dopolnili do skupnega volumna 10 L. Deset g zra¢no suhih in presejanih tal (< 2 mm) smo
stehtali v 125 mL plasticne posode in prelili z 20 mL ekstrakcijske raztopine, potem jih
skupaj stresali 2 uri na stresalniku pri 120 obr. min"'. Suspenzijo smo gravimetriéno
filtrirali (Whatman, velikost por 2,5 pm) in v filtratu izmerili koncentracije kovin (Pb, Cu,
Cd in Zn), z uporabo atomske absorpcijske spektrometrije (Varian AA240FS), z uporabo
mesanice zraka in acetilena.

3.8.4 Dolocanje biodostopnosti kovin z ekstrakcijo z EDTA

Oceno mobilnosti kovin v tleh oz. njihovega potenciala, da se sprostijo v okolje, zaradi
Cesa bi se onesnazenje razsirilo, smo dolocali z »izpiralnim testom« oz. ekstrakcijo z 0,05
M EDTA (Kosson in sod., 2002). Za pripravo ekstrakcijske raztopine, 0,05 M EDTA smo
raztopili 18,61 g EDTA v 1 L deionizirane vode. Stehtali smo 0,8 g zracno suhih in
presejanih tal (< 2 mm) in jih prelili z 80 mL ekstrakcijske raztopine EDTA. Suspenzija
mora imeti pH vrednost 7,5+0,05, zato smo jo po potrebi uravnavali s kislino (HNO3, 2M)
ali bazo (KOH, 1M). Posode z vzorci smo 48 ur stresali na rotacijskem stresalniku pri 20
obr. min"'. Vzorce smo nato vakuumsko filtrirali (Whatman, velikost por 2,5 pum) in v
filtratu izmerili koncentracije kovin (Pb, Cu, Cd in Zn) z uporabo atomske absorpcijske
spektrometrije (Varian AA240FS), z uporabo mesanice zraka in acetilena.

3.9 ENCIMSKI TESTI
3.9.1 Dehidrogenazna aktivnost

Dehidrogenazno aktivnost smo dolocili po metodi Thalmann (1968), ki temelji na redukciji
trifeniltetrazolijevega klorida (TTC) v trifenilformazan (TPF). 5 gramov svezih tal smo
stehtali v 60 mL reakcijske epruvete, prelili s 5 mL raztopine TTC in premesali. Zaprte
epruvete smo inkubirali 24 h v temi pri 37 °C. Slepi vzorec smo pripravili na isti nacin, le
brez tal. Razviti TPF smo izluzili z dodajanjem 40 mL acetona in ponovnim inkubiranjem
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v temi (2 h, 30 °C). Epruvete smo v intervalih pretresli. Po poteku inkubacijskega ¢asa smo
talne suspenzije filtrirali (skozi Whatmanov folter z velikostjo po 2 pm) in
spektrofotometri¢no izmerili TPF v filtratu pri valovni dolzini 546 nm. Rezultate smo
izratunali kot razviti TPF (ug) g suhih tal in jih podali kot povpre¢no vrednost pet
meritev s standardno deviacijo.

3.9.2 Fosfatazna (fosfomonoesterazna) aktivnost

Dolocanje aktivnosti kislih in bazi¢nih fosfomonoesteraz smo izvedli po metodi Tabatabaia
in Bremnerja (1969). En gram svezih tal smo stehtali v 250 mL erlenmajerice in jih prelili
z 0,25 mL toluena, 4 mL univerzalnega modificiranega pufra (MUB s pH vrednostjo 6,5 za
kisle oz. pH 11 za bazi¢ne fosfataze) ter 1 mL p- nitrofenilfosfatne raztopine (0,115 M).
Zaprte vzorce smo stresali 1 uro pri 37 °C; po inkubaciji smo vzorcem dodali 1 mL 0,5 M
CaCl2 ter 4 mL 0,5 M NaOH. Vzorce smo nemudoma gravimetri¢no filtrirali preko
Whatmanovega filtra z velikostjo por 2 um. Nastali p-nitrofenol v vzorcih smo
spektrofotometri¢no dolocili pri valovni dolzini 400 nm glede na slepi vzorec in
pripravljeno umeritveno krivuljo. Kontrole smo pripravili po enakem postopku, le da smo
pred filtracijo dodali Se 1 mL p-nitrofenilfosfatne raztopine (15 mM). Rezultate smo
izrazali kot nastali p- nitrofenol (ug) g suhih tal in jih podali kot povpre¢no vrednost petih
meritev s standardno deviacijo.

3.9.3 B- glukozidazna aktivnost

Dolo¢anje B- glukozidazne aktivnosti v tleh smo izvedli na podlagi nastajanja p-
nitrofenola po inkubaciji tla (1 h pri 37 °C) s p- nitrofenil glukozidom (PNG) kot
substratom (Eivazi in Tabatabai, 1988). En gram svezih tal smo odmerili v 50 mL
erlenmajerico; prelili s 0,25 mL toluena, 4 mL modificiranega pufra (MUB, pH 6,5) in 1
mL PNG ter po meSanju inkubirali 1h na 37 °C. Po inkubaciji smo dodali I mL 0,5 M
raztopine CaCl, in 4 mL Tris pufra (pH 12) ter premesali in suspenzijo prefiltrirali skozi
Whatmanov filter (2 pm). Intenziteto barve oz. nastali p- nitrofenol smo izmerili
spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 400 nm glede na slepi vzorec in pripravljeno
umeritveno krivuljo. Rezultate smo izrazali kot nastali p- nitrofenol (ug) g suhih tal in jih
podali kot povpre¢no vrednost petih meritev s standardno deviacijo.

3.10 SUBSTRATNO (GLUKOZNO) INDUCIRANO DIHANJE

Komercialno opremo OxiTop Control (WTW, Wilheim, Germany) smo uporabljali za
dolocanje s substratom (z glukozo) induciranega dihanja (SIR) v svezih tleh. Tla,
uporabljana v poskusih (koli¢ina, ki odgovarja 100 g suhih tal), smo odmerili v steklene
posode in navlazili do 90 % poljske kapacitete. V plasti¢ni kozarec smo odmerili cca. 20
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mL 25 % NaOH, ga postavili v stekleno posodo z stehtanimi tlemi in posode zaprli s
posebnimi plastiénimi nastavki za merjenje tlaka. Inkubacija je potekala 24 h pri 20 °C.
SIR smo izmerili manometri¢no, z alkalno (25 % NaOH) absorpcijo CO,, ki je nastal v
Casu inkubacije (Zimakowska-Gnoinska in Bech, 2000); rezultati so podani v pmol
proizvedenega CO;, v 1 g tal po 24 h inkubacije pri 20 °C kot povprecne vrednosti Stirih
meritev s standardno deviacijo.

3.11 UBM TEST

Za oceno oralne biodostopnosti PSK v ¢loveski organizem smo izvedli t. i. UBM test
(UBM procedure ..., 2012; Wragg in sod., 2011). Protokol vsebuje dva vzporedna postopka
ekstrakcije in simulira kemijske procese, ki se odvijajo v ustih, Zelodcu in Crevesju, z
uporabo sinteti¢nih prebavnih raztopin in upostevanjem zadrzevalnih ¢asov.

UBM postopek simulira ¢loveski gastro- intestinalni trakt skozi 3 razli¢ne frakcije: usta (5
min), Zelodec (1 h) in Crevesje (4 h). Za vsak talni vzorec pridobimo dve biodostopni
frakciji: prvo po izteku zelodéne faze in drugo na koncu crevesne faze. Tekom prvega
procesa ekstrakcije, ki simulira le Zelod¢éno fazo, presejane (< 250 pum) suhe talne vzorce
(0,6 g) prelijemo z 9 mL ratopine sline (pH 6,5+0,5). Po 10 s ro¢nem stresanju vzorcev,
dodamo $e 13,5 mL Zelod¢ne raztopine (pH 1,1+0,1) in pH raztopine v vzorcih uravnamo
na vrednost 1,2+0,05 s 37 % HCI ali 1 M NaOH. Vzorce inkubiramo 1 h pri 37 °C pri
rotacijskem mesanju (simulacija peristaltike). Po izteku inkubacije preverimo pH vrednost;
v kolikor je v obmocju 1,2-1,5, nadaljujemo s postopkom, v kolikor pH vrednost ni
ustrezna, postopek ponovimo od zacletka. Za dolocanje Zelod¢ne frakcije suspenzije z
ustrezno pH vrednostjo centrifugiramo (15 min pri 4 500 g). Odpipetiramo supernatant,
dodamo 0,5 mL HNOs (67 %) in vzorec do izvajanja meritev koncentracije PSK s pomocjo
AAS hranimo pri temperaturi pod 4 °C. Za simulacijo ¢revesne faze uporabimo vzporedno
pripravljene vzorce za doloCanje Zelod¢ne frakcije, ki jim dodamo 27 mL crevesne
raztopine (pH 7,4+0,2) in 9 mL Zol¢ne raztopine (8,0+0,2) ter pH suspenzij uravnamo na
6,3+0,5. Vzorce 4 h inkubiramo na rotacijskem mesalu v vodni kopeli s temperaturo 37 °C.
Po izteku inkubacije suspenzije centrifugiramo in do opravljanja meritev PSK hranimo pri
temperaturi pod 4 °C.

Oralno dostopnost PSK lahko izrazimo kot razmerje med izluzeno koncentracijo PSK v
zelod¢ni oz. ¢revesni fazi in pseudototalno koncentracijo PSK, doloc¢eno v ekstrakciji z
zlatotopko. Vsak vzorec smo izvedli v treh ponovitvah, pripravili smo tudi slepi vzorec.

3.12 RAZGRADNIJA Na;EDDS

V plastiéne kozarce (premer 7 cm, viSina 9,5 cm) smo stehtali po 15 g zra¢no suhih tal
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vzorca Mx, presejanih skozi 5 mm sita, pri ¢emer smo dolo¢enemu Stevilu vzorcev dodali
5 % glukoze in 2 % amonijevega nitrata; istemu Stevilu vzorcev smo dodali 5 % melase
(Tovarna sladkorja Sunoko, Vrbas, Srbija; vsebnost saharoze 49,7 %, pH=7,45). Vsakemu
izmed vzorcev smo dodali §e 10 mmol kg™ Na;EDDS, raztopljenega v volumnu vode, ki
ustreza 105 % poljske kapacitete tal. Vzorce brez dodanih hranil smo tretirali z 10 mmol
kg Na;EDDS, raztopljenem v volumnu, ki je ustrezal 80 % oz. 105 % poljski kapaciteti.
Vzorce smo inkubirali 42 dni, ves ¢as inkubacije smo preverjali koncentracijo Pb v vzorcih
z namenom ugotavljanja, koliko Pb se mobilizira z Na;EDDS, oz. kako hitro se Na;EDDS
razgradi. Vzorcem smo po dolo¢enem c¢asu inkubacije dodali 100 mL dH,O, jih stresali 30
min pri 170 obr. min™, centrifugirali (15 min, 3 500 obr. min™) in na koncu prefiltrirali
(Whatman 2,5 um). Koncentracije Pb smo merili s pomo¢jo AAS.

3.14 STATISTICNA ANALIZA REZULTATOV

Statisticno znacilne razlike med rezultati, dobljenimi v remediranih in neremediranih tleh
ter primerjavo rezultatov pred inkubacijo dezevnikov in po njej smo dolocili z
Duncanovim testom (p < 0,01) v programu Statgraphics 4.0.

Rezultate, dobljene z analizami stabiliziranih tal (Podkloster), z istimi koli¢inami razli¢nih
aditivov (s 5 % w/w hidroksiapatita in 5 % w/w Slovakita) smo primerjali s kontrolo.
Statisticno znacilne razlike med rezultati stabiliziranih tal in kontrole smo oznacili z
velikimi tiskanimi ¢rkami (A, B, C); v kolikor razlik nismo opazili smo napisali iste ¢rke
(A, A, A). V kolikor je posamezni rezultat vseboval znacilnosti dveh, medsebojno
statisticno razlinih rezultatov, smo to oznacili s kombinacijo ¢rk (AB). Rezultate
pridobljene po inkubaciji dezevnikov, smo primerjali na isti nacin in statisticno znacilne
razlike oznacili na isti nacin z uporabo majhnih ¢rk (a, b, ¢) ali kombinacij ¢rk. Meziska tla
smo statisticno posebej obravnavali in smo zaradi tega uporabili tudi majhne ¢rke (a, b, c)
oz. kombinacijo ¢rk, da bi dolo¢ili statisti¢no znacilne razlike med razlicno obravnavanimi
tlemi (I., IL., II. in IV.). Vse vrednosti kemijskih in bioloskih testov so objavljene kot
povpreéne vrednosti treh oz. petih meritev. Spearman-ov korelacijski koeficient je
preracunan med kemijskimi (pH tal, kationska izmenjevalna kapaciteta (CEC) tal,
biodostopnost tal dolocena v ekstrakcijah z dietilendiaminpentaocetno kislino (DTPA),
etilendiamintetraocetno kislino (EDTA), amononijevim acetatom in kalcijevim kloridom
ter s sekvencno ekstrakcijo (vsota vodotopne in izmenljive talne frakcije)) in bioloskimi
parametri (z glukozo inducirano dihanje (S.I.R.), kisle in bazi¢ne fosfataze, § - glukozidaze
in dehidrogenaze) v kontrolnih tleh in tleh, remediranih s 5 % (w/w) hidroksiapatita in 5 %
Slovakita (w/w). Spearman-ov koeficient je izracunan v programu SPSS 15. Da je p < 0,05
(oz. 0,01) pomeni, da je korelacija statisticno znacilna pri stopnji 0,05 (oz. 0,01) oz. da z
manj kot 5 % tveganjem lahko zavrnemo nic¢elno hipotezo o nepovezanosti spremenljivk.
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4 REZULTATI

V tabelah in grafih so posamezna tla prikazana z okrajSavami: ¢rka oznacuje tla, arabska
Stevilka uteznostni odstotek dodanega aditiva in rimska $tevilka pa razli¢na obravnavanja
(velja le za meziska tla).

Preglednica 3: Seznam okrajSav analiziranih talnih vzorcev
Table 3: List of abbreviations of analysed soil samples

Tla iz PodkloStra Meziska tla

K- kontrolna tla, brez dodatka aditiva Mx/My/Mz- kontrolna meZziSka tla

A- tla, stabilizirana s hidroksiapatitom Razli¢na tretiranja tal:

S- tla, stabilizirana z Slovakitom I- voda (105 % poljske kapacitete tal)

K/A/S- Lt- tla, v katerih smo inkubirali dezevnike II- 5 % hidroksiapatita, voda (105 % poljske
vrste L. terrestris kap.)

K/A/S- Dv- tla, v katerih smo inkubirali III- 5 % melase in 10 mmol kg'l Na;EDDS (v
dezevnike vrste D. veneta volumnu vode od 105 % polj. kapacitete)

IV- 5 % hidroksiapatita, 5 % melase in 10 mmol
kg™ Na;EDDS (v volumnu vode od 105 % polj.
kapacitete)

4.1 OSNOVNE PEDOLOSKE ZNACILNOSTI TAL PRED STABILIZACIIO IN PO
NJEJ

V talnih vzorcih pred remediacijo in po njej oz. razli¢nih talnih obravnavah ter pred
inkubacijo dezevnikov in po njej smo opravili meritve splo$nih pedoloskih lastnosti.

4.1.1 Tekstura tal

Tekstura tal je utezno razmerje med mineralnimi delci tal glede na njihovo velikost:
najvecji so delci peska (2-0,05 mm), delci melja so veliki od 0,05-0,002 mm, medtem ko
so glinasti delci najmanjsi (< 0,002 mm) ter se obnasajo kot koloidi (Zupan in sod., 2008).
Tla z ugodno teksturo vsebujejo vse frakcije z dovolj velikimi delezi, npr. ilovica (8-25 %
gline, 28-50 % melja, 25-50 % peska), v njih so zdruZene vse ugodne lastnosti posameznih
frakcij (Brady in Weil, 2008).

Kontrolna tla iz Podklostra so bila ilovnata (I), z dodajanjem razlicnih koncentracij
aditivov (A in S) kot tudi z inkubacijo dezevnikov se njihov teksturni razred ni spremenil.
Lastnosti ilovnatih tal so pocasno do srednje hitro vpijanje vode, dobra prepustnost,
zmerna stopnja zadrzevanja vode, dostopne rastlinam, so srednje primerna za obdelovanje,
zelo podvrzena eroziji in srednje rodovitna (Gréman in Zupan, 2010). Dodatek 5 % w/w
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Slovakita je malenkostno znizal vsebnost gline, vsebnost gline pa se je nekoliko zvisala v
tleh, remediranih s 5 % hidroksiapatita po inkubaciji dezevnikov. Meziska tla smo uvrstili
med meljasto ilovnata (Mx), ilovnata- meljasto ilovnata (My) ter ilovnata (Mz).

Pri pripravi kontrolnih in stabiliziranih tal smo iz tal odstranili vse velike delce (kamenje in
druge primese) nad 5 mm.

Preglednica 4: Tekstura kontrolnih tal (iz Podklostra) in tal, remediranih z 1, 2,5 in 5 % (w/w) hidroksiapatita
in 1, 2,5 in 5 % (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta, ter v meziskih
tleh. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD.

Table 4: Soil texture in non-amended soil (Arnoldstein) and soils amended with 1, 2,5 and 5 % (w/w)
hydrohyapatite and Slovakite, respectively, before and after exposure to earthworms (Z. zerreszris and D.
veneta), as well as in non-amended Mezica’s soils. The results are presented as means of three replicates +
SD.

Pesek (%) Melj (%) Glina (%) Teksturni razred
K 42,4+0,1 44,3+0,6 13,4+0,6 I
Al 42,9+£2.6 43,4420 13,7+0,7 I
A2,5 40,4+1,1 44,5+1,4 15,0+0,4 I
AS 43,2+1,5 42,2420 14,5+0,8 I
S1 43,1+0,4 43,4+0,5 13,6+0,3 I
S2,5 43,7+1,1 43,1£1,0 13,2+0,2 I
S5 44,0+0,9 45,140,6 10,9+0,3 I
L. terrestris
K 45,4+1,5 41,0+1,5 13,6+0,2 I
AS 40,4 +1,3 44,2+1,0 15,4+0,4 I
S5 41,5 +0,3 47,5+0,8 11,0+1,1 I
D. veneta
K 43,6+0.4 43,4+0,6 13,1+0,2 I
AS 39,9+0.3 43,6+0,1 16,5+0,3 I
S5 45,7+1.0 43,1+0,9 11,1+0,2 I
Tla- Mezica
Mx 29,5 53,4 17,1 MI
My 37,3 50,2 12,5 I-MI

Mz 38,5 46,9 14,6 I
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4.1.2 pH vrednost

Kislost tal oz. pH tal, izrazena kot aktivnost ali koncentracija H' ionov, prisotnih v talni
raztopini, je glavna spremenljivka, ki vpliva na kemijske in bioloske talne lastnosti. Mocno
vpliva na dostopnost tako hranil kot nevarnih snovi (tudi PSK) v korenine ter na aktivnost
talnih mikroorganizmov (Brady in Weil, 2008). Glede pH vrednosti tla lahko razdelimo na:
zmerno alkalna (7,3-8,0), nevtralna (6,6-7,2), zmerno kisla (5,6-6,5), kisla (4,6-5,5) in
mocno kisla (< 4,5). Glede na raziskave onesnazenosti tal RS v obdobju med 1989 in 2007,
je povprecna pH vrednost naravnih tal v Sloveniji znasala 5,8+1,1 (Zupan in sod., 2008).

Tla iz Podklostra so bila zmerno kisla (6,0-6,1); dodatek aditivov je povzrocil dvig pH tal,
ucinek je bil najbolj ociten pri dodatku Slovakita. Dodajanje hidroksiapatita kontrolnim
tlem v razlicnih koncentracijah je povzro€il dvig pH vrednosti le pri dodatku 5 % w/w
hidroksiapatita (6,2-6,3), medtem ko je Slovakit ze pri 1 % w/w bistveno zvisal pH (6,9);
porast je bil najizrazitejSi pri dodatku 5 % w/w (pH 7,4). Prisotnost dezevnikov (Z.
terrestris in D. veneta) je v vseh uporabljenih tleh (K, A5 in S5) izrazito znizal pH tal.

Kontrolna meziska tla so bila v glavnem nevtralna (My in Mz) ali zmerno alkalna (Mx)
(Preglednica 5). Dodatek aditivov (A, S in CaSx) tlu Mx (pH 7,2) v tri razlicne
koncentracije 1 %, 2,5 % in 5 % (w/w) ter v kombinaciji z vodo, 5 mM kg Na;EDDS in
10 mM kg Na;EDDS (za vsak aditiv in za vsako koncentracijo posebej) je v glavnem
povzrocil zviSanje pH vrednosti tal; najizrazitej$i porast pH smo zabelezili po dodatku

ey

v

hidroksiapatita in 10 mM kg Na;EDDS; dodatek CaSx ni povzroéil znaéilne spremembe
pH tal, edini znacilen dvig pH smo izmerili pri dodatku 5 % CaSx (7,7) (rezultati niso
prikazani). Pri razli¢nih talnih obravnavah meziskih tal je dodatek melase in 10 mM kg
Na;EDDS, ter melase, hidroksiapatita ter 10 mM kg Na;EDDS vsakié¢ povzro¢il dvig pH
vrednosti, medtem ko je dodatek hidroksiapatita zvisal pH le pri My in Mz tleh (Pregl. 5).
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Preglednica 5: pH vrednost v kontrolnih tleh (Podkloster) in v tleh remediranih s 5 % (w/w) hidroksiapatita
in 5% (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z.zerreszris in D. veneta, ter v meziskih tleh po
razli¢nih talnih obravnavanj.

Table 5: pH value in non-amended soil (Arnoldstein) and soils amended with 5 % (w/w) hydroxyapatite and
Slovakite, respectively, before and after exposure to earthworms (Z. zerrestzis and D. veneta), as well as in
Mezica’s soils, after different soil treatments.

K AS S5 Mx My Mz
pH pH
Brez 6,0-6,1 6,2-6,3 74 I 73 6,9 6,8-6,9
dezevnikov
L. terrestris 5,1 5,8 7,2 1I 7,3 7,1 7,1-7,2
D. veneta 5,0 5,8 7,3 111 7,4-7,5 7,6 7,7
I\Y 7,4-7,5 7,5 7,6-7,7

4.1.3 Kationska izmenjevalna kapaciteta (CEC)

Kationska izmenjevalna kapaciteta je parameter, s katerim izrazamo sposobnost tal za
izmenljivo vezavo kationov v tleh, pri ¢em se zadrzujejo tako koristne kot tudi nevarne
snovi v tleh. NasploSno velja, da je pri vi§ji CEC tal v tleh prisotna vi§ja koncentracija
kovin, ki jih tla lahko zadrzujejo brez potencialnih nevarnosti (Gréman in Zupan, 2010).

Po dodatku aditivov smo zabelezili porast CEC v primerjavi s kontrolo, ki je bil bolj izrazit
v tleh, remediranih z dodatkom 5 % w/w Slovakita (Preglednica 6). Dezevniki so
povzrocili zvisanje CEC v kontrolnih tleh, v A5 tleh je Z. zerreszris zvisal CEC, v S5 tleh
pa je D. veneta povzrocil znizanje CEC. Meziska tla so imela priblizno iste vrednosti CEC
(Preglednica 6).
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Preglednica 6: Kationska izmenjevalna kapaciteta (CEC) v kontrolnih tleh (Podkloster) in v tleh remediranih
z 1,2,51in 5 % (w/w) hidroksiapatita in 1, 2,5 in 5 % (w/w) Slovakita pred in po inkubaciji dezevnikov
(ZL.terrestris in D. veneta) ter v meziskih tleh. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD.
Velike ¢rke oznacujejo statisticno znacilne razlike med CEC v remediranimi in kontrolnimi tlemi, majhne
¢rke pa statisti¢no znacilne razlike med CEC tleh brez dezevnikov in tleh po inkubaciji s dezevniki (Duncan,
p <0,01).

Table 6: Cationic exchange capacity (CEC) in non-amended soil (Arnoldstein) and soils amended with 1, 2,5
and 5 % (w/w) hydroxyapatite and Slovakite, respectively, before and after exposure to earthworms (Z.
terrestris and D. venera), as well as in Mezica’s soils. The results are presented as means of three replicates +
SD. Different big letters denote statistically significant differences between CEC before and after
remediation, small letters denote statistically significant differences between CEC in soils before and after
exposure to earthworms (Duncan, p < 0,01).

Brez dezevnikov L. terrestris D. veneta
CEC
(mmol, 100 g'l)
K A114.540,2 ©17,120,1 ®16,7+0,1
Al 13,8+0,3
A2,5 13,5+0,2
A5 5217,0£0,1 ®18,0+0,3 16,90, 1
S1 17,2+0,7
2,5 22,3+0,3
S5 €228,0+0,5 28,8+0,0 ®27,140,2
Mx 33,1
My 36,6
Mz 29,3

4.1.4 Organska snov, C/N razmerje in rastlinam dostopni fosfor

Delez organske snovi v tleh je razmeroma majhen (2-10 %), vendar bistveno vpliva na
fizikalne, kemijske in bioloSke lastnosti tal, predvsem v povrSinski plasti. Organska snov
izvira iz ostankov rastlinskega in zivalskega materiala, ki ga v tleh preoblikujejo
(humificirajo) mikroorganizmi in se razgrajuje pod vplivom temperature, vlaznosti in
okoljskih talnih pogojev (The State of ..., 2012).

Tla predstavljajo drugi najvecji rezervoar ogljika, takoj za oceani. Globalno naj bi bilo
okoli 2400 x 10" g ogljika uskladis¢enega v talnih profilih kot organska snov, kar je
priblizno dvakrat vec, kot v celotni vegetaciji in atmosferi.

Dusik je najpomembnejse hranilo v tleh, ki pa ga je najtezje nadzorovati. Kljub temu, da
ima bistven pomen za sodobno kmetovanje, lahko predstavlja tudi resno groznjo za okolje
(onesnazenje podtalnice, eutrofikacija povrSinskih vod, nastanek kislega dezja, tanjSanje
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ozonske plasti) ter za zdravje Cloveka in Zivali (zastrupitev z nitrati, metemoglobinemija,
razvoj raka). Dusik je v tleh v glavnem prisoten kot del organskih molekul; je zelo
dinamicen element, ki je podvrzen tako biokemijskim kot kemijskim transformacijam
(dusikov cikel) (Pierzynski in sod., 2005; Brady in Weil, 2008).

Na hitrost razgradnje organske snovi vpliva vsebnost hranil v tleh, predvsem dusika, ter
razmerje ogljika in dusika v tleh (Gréman in Zupan, 2010). Razmerje C/N je za vecino tal
relativno konstantno (12:1), kar pomeni da je nivo organske snovi deloma dolocen z
vsebnostjo N, dostopnega za asimilacijo v humus (Brady in Weil, 2008).

Fosfor je esencialni element, ki je takoj za dusikom drugi po pomembnosti glede svojega
vpliva na produktivnost in zdravje kopenskih in vodnih ekosistemov. V tleh je obicajno
prisoten v zelo majhnih koli¢inah, ki pogosto niso lahko dostopne; pomanjkanje P lahko
povzro¢i degradacijo tal. Po drugi strani z namenom zviSanja koli¢ine esencialnega
fosforja v tleh ljudje pogosto dodajamo prevelike koli¢ine fosfatnih gnojil, kar s spiranjem
tal privede do resne ogrozenosti vodnih ekosistemov (eutrofikacija povrSinskih vod).
(Brady in Weil, 2008). Komposti, organski odpadki ter zivalska gnojila vsebujejo v
primerjavi s komercialnimi gnojili relativno nizke koncentracije fosforja (med 0,1 in 3 %);
pri slednjih je neustrezno predvsem razmerje med dusikom in fosforjem (N:P), zaradi ¢esa
lahko pride do prevelike uporabe P v primeru, ko se takSni organski viri P uporabljajo tudi
za izpolnjevanje zahtev pridelkov po dusiku (Pierzynski in sod., 2005).

V nasem poskusu remediacija ni znacilno vplivala na vsebnost organske snovi. Tudi
dezevniki niso bistveno spremenili deleza organske snovi, razen v primeru inkubacije Z.
terrestris v kontrolnih tleh (zviSanje OS) in v tleh, remediranih s 5 % w/w Slovakita
(znizanje OS). Vrednosti razmerja C/N so bile v obmocju 8,3-10,2 pri kontrolnih in
remediranih tleh (K, A5 in S5) in se je le znacilno znizal (od zacetnih 10,2) po dodatku
Slovakita (8,3). Dezevniki so ve¢inoma povzrocili znizanje C/N, tako v kontrolnih kot v
remediranih tleh. Dodatek hidroksiapatita je povzrocil pricakovano zviSanje fosfata,
dostopnega rastlinam, najvecje pa po dodatku 5 % w/w hidroksiapatita; od zacetne
vrednosti 3,8+0,8 se je koncentracija P,Os povzpela na 572,3+6,8 (Preglednica 7). Slovakit
ni znacilno vplival na vsebnost fosfatov. Dezevniki so zvisali koncentracijo fitodostopnega
fosforja v obeh remediranih tleh (A5 in S5), D. venesa pa bolj ucinkovito v primeru tal S5.

Med meziskimi tlemi je izstopal vzorec My z bistveno vecjo vsebnostjo organske snovi in
fosforja (Preglednica 7).
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Preglednica 7: Organska snov, C/N in P,Os v kontrolnih tleh (Podkloster) in v tleh remediranih z 1, 2,5 in 5
% (w/w) hidroksiapatita in 1, 2,5 in 5 % (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z.zerrestris in D.
veneta ter v meziSkih tleh. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev = SD. Velike ¢rke
oznacujejo statistiCno znacilne razlike med rezultati v remediranih in kontrolnih tleh, majhne ¢rke pa
statisticno znacilne razlike med rezultati tal brez dezevnikov in tal po inkubaciji dezevnikov (Duncan, p <
0,01).

Table 7: Organic matter, C/N and P,Os5 in non-amended soil and soils amended with 1, 2,5 and 5 % (w/w)
hydroxyapatite and Slovakite, respectively, before and after exposure to earthworms (Z. serrestris and D.
veneta), as well as in Mezica’s acid and alkaline soils. The results are presented as means of three replicates
+ SD. Different big letters denote significant differences between the results before and after remediation,
small letters denote statistically significant difference between results before and after soil exposure to
earthworms (Duncan, p < 0,01).

Brez dezevnikov L.terrestris D.veneta
Organska snov (%)
K A3 7+0,2 °4,0+0,0 *3,340,0
Al 3,6+0,3
A2,5 3,740,2
A5 A3 6+0,1 “3,4+0,1 “3,5+0,0
S1 3,740,3
2,5 3,5+0,1
S5 Ba3 140,1 ®2,740,1 3. 240,1
Mx 9,1
My 16,2
Mz 6,9
C/N
K A110,2+0,6 *8,7+0,2 ®7,7+0,2
Al 9,0+0,7
A2,5 9,2+0,8
A5 219, 1+0,4 ®7,9+0,2 °8,240,2
S1 9,9+1,0
2,5 9,8+0,3
S5 Bag 3+0,5 °6,4+0,1 27,8+0,2
P,0s (mg 100 g™)
K A3 8+0,8 93,240,1 4.140,1
Al 233,0+6,2

se nadaljuje
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nadaljevanje
Brez dezevnikov L.terrestris D.veneta
P,0s (mg 100 g™)
A2,5 421,043,6
A5 Ba572,3+6,8 ®723,2+4,7 ®725,0+16,5
S1 5,8+0,8
2,5 5,9+0,5
S5 A15340,3 ®7,6+0,6 ©14,3+0,8
Mx 5,7
My 163,7
Mz 80

4.1.5 ZadrzZevalna (poljska) kapaciteta tal

Zadrzevalna (poljska) kapaciteta tal je koli¢ina vode, ki se lahko obdrzi v kapilarnih
prostorih v tleh po pronicanju vode v globlje plasti tal. Odvisna je od velikosti talnih
delcev ter vsebnosti organske snovi v tleh. PeS¢ena tla imajo zelo nizko zadrzevalno
kapaciteto, medtem ko imajo glinena tla visoko. Zadrzevalna kapaciteta tal oz. koli¢ina
vode, ki jo tla zadrzijo v naravnih pogojih po namakanju in gravitacijskem precejanju, je za
vzorec Mx znasala 0,6596 mL g, za My 0,468 mL g™, za Mz pa 0,5452 mL g™ tal.

4.2 VSEBNOST PSK V TLEH

4.2.1 Celokupne vsebnosti PSK v tleh doloc¢ene z zlatotopko

Celokupne vrednosti kovin smo primerjali z vrednostmi kovin, predpisanih v Uredbi o
mejnih, opozorilnih in kritiénih imisijskih vrednostih nevarnih snovi v tleh (Ur. L. RS,
68/96). V Uredbi so predpisane normativne vrednosti za 10 kovin: mejne imisijske
vrednosti (predstavljajo naravno ozadje ali tak$no obremenitev, pri kateri se ne poslabsuje
kakovost podtalnice in rodovitnost tal), opozorilne vrednosti (pomeni pri dolo¢enih vrstah
rabe verjetnost negativnih uc¢inkov na zdravje ljudi in okolja) in kriti¢ne vrednosti (pomenti,
da tla niso primerna za pridelavo rastlin za ljudi ali zivali oz. filtriranje vode).

Koncentracije Pb so bile pred remediacijo in po njej (stabilizacija v bistvu ne spremeni
celokupno koncentracijo PSK) nad kriticno vrednostjo, Zn in Cd med opozorilno in
kriti¢no oz. nad kriti¢no za My in Mz, Cu vec¢inoma pod mejno vrednostjo. Dezevniki niso
znacilno spremenili koncentracije Pb in Zn, koncentracija Cu se je zvisala pod vplivom
dezevnikov v kontrolnih tleh, medtem ko je koncentracija Cd v tleh v glavnem upadla
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zaradi vplivov deZevnikov, ne glede na tretma tal.

Preglednica 8: Celokupne koncentracije PSK v kontrolnih tleh (Podkloster in Mezica) in v tleh remediranih s
5 % (w/w) hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D.
veneta. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev = SD. Velike ¢rke oznalujejo statisticno
znacilne razlike med koncentracijami iste kovine v remediranih tleh in v kontroli, majhne ¢rke pa statisti¢no
znalilne razlike med koncentracijami kovin v tleh brez dezevnikov in v tleh po inkubaciji s dezevniki
(Duncan, p <0,01).

Table 8: Pseudototal metal concentrations in non- amended soil (Arnoldstein and Mezica) and soils amended
with 5 % (w/w) hydroxyapatite and Slovakite, respectively, before and after exposure to earthworms (Z.
terrestris and D. veneta). The results are presented as means of three replicates + SD. Different big letters
denote statistically significant differences between same metal concentration before and after remediation,
small letters denote statistically significant differences between non- exposed soils and soils exposed to
earthworms (Duncan, p < 0,01).

Pb (mg kg™ Zn (mgkg™) Cu (mgkg™) Cd (mg kg™

K B790,0+11,8 59489,4+6,3 4360,00,5 Abg 3+0,4
K- Lt °833,4+31,5 1500,8+5,6 °65,9+0,4 5 8+0,1
K- Dv 1738,3+30,1 9527,5+31,9 62,3+2,9 95,4+0,2
A5 2173590491 AP455 6+13,1 A156.7+1,7 Abg 5+0,2
A-Lt *750,5+19,9 °431,149,1 °61,4+1,1 %5.3+(0,1
A- Dy "718,5 “375,4 53,7 5,1

S5 A4723,8+14,3 2450,4+6,5 257 0+1,4 AP5.9+0,2
S- Lt 1688,115,6 439,9+25.9 160,143,9 4.9+0,3
S- Dv 701,1 4237 55,0 4.8
Mx 786,8+28,6 425,9+6,0 24,2+0,7 4,6+0,4
My 1883,2+34,1 1039,3+17 40,4+1,4 13,8+0,3
Mz 4432,9+93 2762,5+55,5 58,4+3,9 28,2+0,6

Meje zaznave (LOQ) za Pb/Zn/Cu/Cd so znasale 0,1/0,01/0,03/0,02 mg L!

4.2.2 Celokupne vrednosti PSK v tleh dolocene z rentgensko fluorescenéno
spektrometrijo

Zaradi enostavne izvedbe in hitrosti dolo¢anja PSK, s katerim se izognemo postopku
priprave vzorca za analizo (dekompozicija in separacija vzorca), je rentgenska
fluorescencna spektrometrija (XRF) posebej primerna za uporabo na terenu (Hooda, 2010).

Izbrane tocke v Meziski dolini smo vzor¢ili po razli¢nih globinah. Koncentracije PSK smo
izmerili s pomoc¢jo XRF-a (X- Zzarkovnega indikatorja) v presejanih talnih vzorcih (< 2
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mm). Koncentracija Pb je za konéno izbrane vzorce znagala 1022+214 mg kg za Mx,
1889+132 mg kg™ za My in 5381+249 mg kg' za Mz; koncentracija Zn je znasala 532+8
mg kg za Mx, 106930 mg kg™ za My in 3278+75 mg kg za Mz; koncentracija Cd je
izmerjena 7+4 mg kg™ za Mx, 29+0,1 mg kg za My in 20+0,2 mg kg za Mz. Spodnje
meje zaznave XRF za dologene PSK zna$ajo: <5 mg kg™ za Pb in Zn ter < 10 mg kg Cd.

4.2.3 Frakcionacija PSK v tleh

Z namenom dolociti PSK frakcij v tleh in lo¢evati PSK glede njihovih fizikalno-kemijskih
povezanosti z drugimi talnimi komponentami, mobilnosti in biodostopnosti, smo pri nasem
delu uporabili modificirano 6-stopenjsko Tessierjevo sekvencno ekstrakcijsko shemo
(Lestan in sod., 2003). V razli¢nih talnih vzorcih smo dolocili 6 frakcij oz. sekvenc -
vodotopno (I. sekvenca) in izmenljivo frakcijo (II. sekvenca) ter frakcijo, vezano na
karbonate (III. sekvenca), Fe- in Mn-okside (IV. sekvenca), organsko snov (V. sekvenca)
in rezidualno frakcijo (VI. sekvenca).

Pb je v kontrolnih tleh prevladoval vezan na organsko snov, nekoliko manjsi delez je bil
vezan na karbonate (III) in Fe- in Mn- okside (IV) ter v rezidualni frakciji (VI). Dodatek
hidroksiapatita (A5) je povzrocil statisticno znacilno (p < 0,01) povisanje koncentracije Pb
zgolj v organski frakciji (V). Dodatek Slovakita (S5) je povzrocil znacilen upad
koncentracij Pb v vodotopni (I) in izmenljivi (II) frakciji. Oba dezevnika sta povzrocila
statisticno znacilno (p < 0,01) poviSanje koncentracije Pb v izmenljivi frakeiji (II) in
frakciji organske snovi (V), ter znizanje v vodotopni (I) frakciji. Izkoristek Pb v K, AS in
S5 tleh je bil 87 %, 76 % in 85 % za tla brez dezevnikov, 78 %, 101 % in 102 % po
inkubaciji Z. zerrestris ter 102 %, 105 % in 100 % po inkubaciji D. verera.

Najvisjo koncentracijo Zn v K tleh smo zabelezili v rezidualni frakciji (VI), nato v
organski (V), najnizja pa v vodotopni (I) frakciji. Dodatek aditivov (A5 in S5) je vplival na
bistven upad koncentracije Zn v izmenljivi frakciji (II); upadel je tudi v vodotopni (I), ter
rezidualni (VI) frakciji. Dodatek hidroksiapatita je povzrocil porast Zn v organski (V)
frakciji, Slovakita pa v karbonatni (III). Dezevniki so vplivali na znizanje koncentracije
rezidualnega Zn in zviSanje organsko vezanega Zn; povzrocili so porast izmenljivega Zn
(II) v K in A tleh ter vodotopnega Zn (I) le v primeru kontrolnih tal. V S5 tleh sta obe vrsti
dezevnikov vplivali na statisti¢no znacilen (p < 0,01) upad vodotopnega in karbonatnega
Zn (Preglednica 9). Izkoristek Zn je v K, AS in S5 tleh znaSal 96 %, 87 % in 92 % za tla
brez dezevnikov, 87 %, 91 % in 85 % po inkubaciji z Z. zerrestris ter 78 %, 104 % in 92 %
po inkubaciji z dezevniki 2. venera.

Koncentracija Cu v kontrolnih tleh je bila najveéja v rezidualni frakciji (VI), nato v
organski (V) in frakciji vezani na Fe- in Mn- okside (IV). Dodatek aditivov ter inkubacija
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dezevnikov ni vplivala na vsebnost Cu. Bistveno znizanje koncentracije Cu smo zabelezili
zgolj v frakciji, vezani na organsko snov po inkubaciji dezevnikov vrste D. veneta za vse
tri tipe uporabljenih tal. Izkoristek Cu je v K, A5 in S5 tleh znasal 91 %, 88 % in 88 % za
tla brez dezevnikov, 69 %, 68 % in 68 % po inkubaciji Z. zerrestrister 68 %, 75 % in 75 %
po inkubaciji D. venera.

Najvecji del Cd je bil prisoten v izmenljivi (I) in karbonatni (IIT) frakciji ter vezan na Fe-
in Mn- okside (IV). Dodatek aditivov je statisticno znacilno (p < 0,01) znizal koncentracijo
Cd v izmenljivi (II) frakciji in jo bistveno zvisal v frakciji vezani na Fe- in Mn- okside
(IV). Oba dezevnika sta v kontrolnih tleh znacilno znizala koncentracijo Cd v IV, V in VI
frakciji; v AS tleh smo zabelezili bistven upad Cd v 11, IV in V frakciji, medtem ko je v S5
tleh statisticno znacilno (p < 0,01) znizal koncentracijo Cd v II, III in IV frakciji, Se
posebej izrazito v tleh kjer smo inkubirali dezevnike vrste Z. zerrestris. 1zkoristek Cd v K,
AS in S5 tleh je znasal 127 %, 115 % in 125 % za tla brez dezevnikov, 61 %, 66 % in 79 %
po inkubaciji Z. Zerrestris ter 68 %, 66 % in 69 % po inkubaciji D. venera.

Preglednica 9: Frakcionacija Pb, Zn, Cu in Cd v kontrolnih tleh (Podkloster) in v tleh remediranih s 5 %
(w/w) hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta.
Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD. Velike €rke oznacujejo statisti€no znacilne
razlike med koncentracijami kovin v remediranih in kontrolnih tleh, majhne ¢rke pa statistiéno znacilne
razlike med koncentracijami v tleh brez dezevnikov in v tleh po inkubaciji deZevnikov (Duncan, p < 0,01).

Table 9: Fractionation of Pb, Zn, Cu and Cd in non-amended soil (Arnoldstein) and soils amended with 5 %
(w/w) hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after exposure to earthworms (L. ferrestris and 2.
veneta). The results are presented as means of three replicates + SD. Different big letters denote statistically
significant differences between the metal concentration before and after remediation, small letters denote

statistically significant differences between non- exposed soils and soils exposed to earthworms (Duncan, p <
0,01).

I* 11 111 v A\ VI

Pb (mg kg™)

2,2+0,3 10,3+0,5 163,9+6,6 135,9424,2 308,0+18,0 65,6+1,9
K Aa Aa Aa Aa Aa Ab

1,3+0,2 21,6+0,5 5,7£1,9 178,6+2,0 389,2+10,3 53,9+0,7
K-Lt b b b a b ab

1,4+0,1 21,2427 162,1+41,1 160,0+22,0 367,4+3,0 38,7+12,7
K-Dv b b a a b a

1,5+0,3 3,1+0,5 12,3+0,4 1,7+0,4 488,0+9,0 53,0+2,5
A Ba Ca Ba C Ba Ba

1,0+£0,3 8,4+1,2 9,1+0,1 LOQ 689,5+32,5 51,4+0,1
A-Lt a b ab b a

1,1+0,1 8,2+0,3 11,1+1,8 LOQ 694,6+43,1 40,9+2,2
A-Dv a b ab b b

se nadaljuje



Tica D. Dostopnost kovin v onesnaZenih tleh po remediaciji z metodo stabilizacije.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2013

53

nadaljevanje
I* II 11T v \% VI
Pb (mg kg™)
1,1£0,2 4,6+0,6 168,0+3,9 73,8+8,5 310,1£9,7 61,5+3,0
S Ba Ba Aa Ba Aa Aa
LOQ 8,2+0,1 181,7+12,0 104,9+£3,7 375,7+13.,3 34,0+8.,9
S-Lt b a a b b
1,503 7,640,2 161,6+15,7 83,3+£22.4 40144249 44,8476
S-DV a b a a b b
Zn (mg kg
2,740,1 54.4+0,8 41,442.4 55,943,0 74,7+2,7 241,1+6,9
K Aa Aa Aa Aa Aa Aa
4,1+0,1 65,6+1,8 26,0£10,8 50,0+0,3 87,6+2,6 203,5+4,8
K-Lt b b a ab b b
4,1+0,1 70,5+0,9 27,2455 44,6+31,1 78,1+1,1 187,7+10,8
K-Dv b c a b a b
1,340,5 6,040,2 21,0+0,3 33,1+1,4 113,048,6  223,244.9
A Ba Ba Ba Ba Ba Ba
0,4+0,1 8,5+0,3 18,3+0,7 35,7+4,4 142,045,7 188,1+6,1
A-Lt a b b a b b
0,3+0,1 9,6+0,5 21,1+£0,3 31,1+£2,3 143,445,3 184,9+£3,2
A-Dv a c a a b b
0,7+0,0 0,8+0,2 51,3+1,5 59,7+1,9 77,6%+1,1 224,54+2,6
S Ba Ca Ca Aa Aa Ba
0,1+0,0 1,0+0,1 40,5+2,5 58,3+3,8 87,2+1,90 187,0+6,6
S'Lt b a b a ab b
0,2+0,1 0,9+0,1 40,1£2,0 61,6+16,6 97,7+10,0 188,7+3,4
S-Dv b a b a b b
Cu (mg kg™)
0,3+0,0 0,7+0,0 0,9+0,0 1,1+0,3 15,6+0,3 36,0+0,8
K A A Aa Aa Aa Aa
KLt LOQ LOQ 0,5ﬂbt0,0 1,1?0,0 14,1biO,7 30,1biO,4
K.Dv LOQ LOQ 0.80,0 0.9+0,1 12,1405 28.4+1.2
0,3+0,0 0,7+0,0 0,7+0,0 0,6+0,0 15,4+0,1 32,2+0,9
A A A Ba B Aa Ba
LOQ LOQ 0,620,0 LOQ 14,0+1,3 27,0+0,6
A-Lt b ab b

se nadaljuje
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nadaljevanje
I* I 111 I\Y% A\ VI
Cu (mgkg™")
LOQ LOQ 0.7+0,1 LOQ 12,9504 26,5:0.4
A'DV a b b
0,3+0,0 0,9+0,0 1,0+0,0 0,8+0,1 14,0+0,1 32,9+0,5
S A Ba Aa B Be Ba
LOQ 0,3+0,0 0,9+0,1 LOQ 11,9+0,3 27,9+1,0
S-Lt b ab a b
LOQ 0,5+0,0 0,8+0,0 LOQ 12,8+0,1 27,3+1,0
S-Dv ¢ b b b
Cd (mgkg™)
0,5+0,0 2,3+0,0 1,9+0,1 1,6+0,1 0,7+0,1 1,0+0,1
K A Aa Aa Aa A A
LOQ 2,1+0,1 1,2+0,7 0,3+0,0 LOQ LOQ
K-Lt b a b
KDy LOQ 2,240, 1340,1 LOQ LOQ LOQ
0,4+0,3 1,0+0,1 1,0+0,0 1,8+0,1 2,4+0,0 0,9+0,1
A A Ba Be Ba Ba A
A LOQ 0,5+0,0 0,5+0,0 0,6+0,2 1,9+0,3 LOQ
'Lt b a b b
LO 0,6+0,0 0,7+0,1 0,4+0,0 1,7£0,1 L
A-Dv Q b b b b 0Q
0,37+0,04 0,7£0,0 2,7+0,0 1,8+0,1 0,6+0,0 1,2+0,2
S A Ce cb Ba Ab A
S-Lt LOQ 0,5+0,1 2,3+0,1 0,7+0,1 0,3+0,1 LOQ
LOQ 0,6+0,0 2,0+£0,2 LOQ 0,5+0,1 LOQ
S-Dv b a ab

Meje zaznave (LOQ) za Pb/Zn/Cu/Cd so znasale 0,1/0,01/0,03/0,02 mg L!
* I vodotopna; II izmenljiva; III karbonatna; IV vezana na Fe in Mn- okside; V vezana na organsko snov; VI
rezidualna frakcija.

4.3 MOBILNOST IN BIODOSTOPNOST PSK V TLEH
4.3.1 Dolocanje biodostupnosti PSK z metodo DTPA
Biodostopnost PSK (Pb, Zn, Cd, Cu) se je v tleh iz Podklostra, tretiranih v zacetnem

poskusu, po dodatku aditivov znizala, najbolj o¢itno pri dodatku 5 % (w/w) hidroksiapatita
in 5 % (w/w) Slovakita (Slika 7).
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Slika 7:  Potencialna biodostupnost kovin v kontrolnih tleh (Podkloster) in tleh remediranih s
hidroksiapatitom in Slovakitom (vsaki v koli¢inah 1 %, 2,5 % in 5 % w/w) dolo¢ena v DTPA ekstrakciji.
Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD.

Figure 7: Metal potential bioaccessibility in non- amended soil (Arnoldstein) and soils amended with
hydroxyapatite and Slovakite (1 %, 2,5 % and 5 % w/w, respectively), assessed by DTPA extraction. The
results are presented as means of three replicates + SD.

Po nasih rezultatih sode¢ je dodatek aditiva (A5 in S5) na splo$no vplival na upad
koncentracije PSK v tleh, izluZzenih z DTPA, razen v primeru Cu, kjer nismo zabelezili
sprememb. Po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta je vedno prislo do zviSanja
koncentracije Cu; koncentracija Zn se je statisticno znacilno (p < 0,01) zvisala po
inkubaciji dezevnikov v kontrolnih tleh in tleh AS5. Svinec se je po inkubaciji dezevnikov
statisticno znacilno zvisal le v primeru tal S5; kadmij pa v kontrolnih tleh (Preglednica 10).

Preglednica 10: Koncentracije kovin v kontrolnih tleh in v tleh remediranih s 5 % hidroksiapatita in 5 %
Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. ferrestris in D. venefa po DTPA ekstrakciji. Rezultati so
predstavljeni kot povprecje treh ponovitev = SD. Velike ¢rke oznacujejo statisti€no znacilne razlike med
koncentracijami kovin v remediranih tleh in kontrolnih tleh, majhne ¢rke pa statisticno znacilne razlike med
koncentracijami kovin v tleh brez deZzevnikov in v tleh po inkubaciji dezevnikov (Duncan, p < 0,01).

Table 10: Metal concentrations in non-amended soil (Arnoldstein) and soils amended with 5 % (w/w)
hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after exposure to earthworms (L. terrestris and D.
veneta), obtained by DTPA extraction. The results are presented as means of three replicates + SD. Different
big letters denote statistically significant differences between the metal concentration before and after
remediation, small letters denote statistically significant differences between non- exposed soils and soils
exposed to earthworms (Duncan, p < 0,01).

Pb (mg kg™) Zn (mg kg™) Cu (mg kg™ Cd (mg kg™
K A4228,6+25,3 A157 8+4,9 A3 6+0,3 A22,0£0,2
K-Lt 252,8+6,7 ®79,1+1,1 ®6,1+0,2 ®2,540,0
K-Dv 260,1+9,8 ®80,7+1,1 °6,24+0,2 ®2,5+0,1

se nadaljuje
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nadaljevanje
Pb (mg kg Zn (mgkg") Cu (mgkg™) Cd (mg kg™

A Ba115,4+13,1 Ba31,1+3,9 A3 240,3 5a1,00,1
A-Lt 138,5+4,4 °39,1+1,5 °5,3+0,1 “1,1£0,0
A-Dv 4141,4+1,6 °40,0+£0,6 °5,3+0,1 1,1+0,0

S B1105,2+12,3 Bay6,2+4.1 A 940,3 Bay 2402
S-Lt *130,3+7,3 97.441,12 °4,410,1 1,4+0,1
S-Dv °140,8+3,1 98,4+1,1 °4,5+0,2 *1,440,0

Meje zaznave (LOQ) za Pb/Zn/Cu/Cd so znasale 0,1/0,01/0,03/0,02 mg L!

Razli¢ne obravnave meziskih tal so povzrocile porast koncentracij Pb le po dodatku melase
in Na;EDDS (III obravnava) v Mx in My tlu; koncentracija Cd je statisticno znacilno (p <
0,01) upadla po dodatku hidroksiapatita (Il in IV obravnava); koncentracija Zn je upadla
po dodatku hidroksiapatita (II), medtem ko se je po dodatku melase v obeh primerih (III in
IV) povisala (Slika 8).
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Slika 8: Potencialna biodostopnost kovin v meziSkih tleh po razli¢nih talnih obravnavanjih po DTPA
ekstrakciji. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno
znacilne razlike med koncentracijami kovin v razli¢no obravnavanih tleh (Duncan, p <0,01).
Figure: Metal potential bioaccessibility assessed by DTPA extraction in Mezica’s soils, after four different

treatments, obtained by DTPA extraction. The results are presented as means of three replicates = SD.
Different letters denote statistically significant differences between the metal concentration in soil after four

different soil treatment (Duncan, p < 0,01).

4.3.2 Dolocanje biodostopnosti PSK z metodo NHsOAc

Za razliko od ekstrakcije z DTPA so bile koncentracije PSK v tleh iz Podklostra v
zacetnem poskusu, pridobljene z ekstrakcijo z amonijevim acetatom, bistveno nizje (Slika
9). Zabelezili smo tudi pricakovan upad koncentracije PSK po dodatku aditivov
(hidroksiapatita in Slovakita); u¢inkovitost je rasla z naras¢anjem dodanih aditivov.
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Slika 9: Potencialna biodostopnost kovin v kontrolnih tleh (PodkloSter) in tleh remediranih s
hidroksiapatitom in Slovakitom (vsaki v koli¢inah 1 %, 2,5 % in 5 % w/w), dolo¢ena v ekstrakciji s
NH4OAc. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD.

Figure 9: Metal potential bioaccessibility in non- amended soil (Arnoldstein) and soils amended with
hydroxyapatite and Slovakite (1 %, 2,5 % and 5 % w/w, respectively), assessed by NH4OAc extraction. The
results are presented as means of three replicates + SD.

Dodatek aditivov (A5 in S5 tla) je povzrocil pricakovan upad koncentracije vseh PSK,
dolocenih v ekstrakciji z NH4OAc, razen Cu; predvsem pri koncentraciji Pb, Zn in Cd v
AS5 tleh so bila znizanja izrazita. Inkubacija dezevnikov je v vseh primerih povzrocila upad
koncentracij Cu in Cd; koncentracija Zn je rahlo upadla v A5 in S5 tleh, ne pa tudi v
kontroli; vsebnost Pb se ni spreminjala, le v primeru S-Dv tleh, ko smo zabelezili upad
(Pregl. 11).

Preglednica 11: Koncentracije kovin v kontrolnih tleh in v tleh, remediranih s 5 % hidroksiapatita in 5 %
Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta po NH4OAc ekstrakciji. Rezultati so
predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD. Velike ¢rke oznacujejo statisticno znacilne razlike med
koncentracijami kovin v remediranih oz. razli€no obravnavanih tleh in kontrolnih tleh, majhne ¢rke pa
statisticno znacilne razlike med koncentracijami kovin v tleh brez dezevnikov in v tleh po inkubaciji
dezevnikov (Duncan, p <0,01).

Table 11: Metal concentrations in non-amended soil and soils amended with 5 % (w/w) hydroxyapatite and 5
% (w/w) Slovakite, before and after exposure to earthworms (Z. zerrestris and . venefa) obtained by
NH4OAc extraction. The results are presented as means of three replicates + SD. Different big letters denote
statistically significant differences between the metal concentration before and after remediation, small letters
denote statistically significant differences between non- exposed soils and soils exposed to earthworms
(Duncan, p <0,01)

Pb (mg kg™) Zn (mg kg™) Cu (mgkg™) Cd (mg kg™
K A135 8+0,5 A118,142.8 A0 8+0,0 A1) 340,0
K-Lt 932 7404 116,6+0,3 ®0,3+0,0 ®1,3+0,0

se nadaljuje
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nadaljevanje

Pb (mg kg™) Zn (mg kg™) Cu (mg kg™) Cd (mg kg™
K-Dv 42 .3+16,2 118,8+3,5 ®0,3+0,1 ®1,440,1
A €2,0+0,3 523,7+0,1 A%0,8+0,2 €20,4+0,0
A-Lt 42,0£0,2 ®3,10,0 LOQ LOQ
A-Dv 2,240,1 °3,240,0 °0,2+0,0 °0,120,0
S Ba5 2+0,1 B3 60,1 A11,040,0 510,9+0,0
S-Lt 4,8+0,1 ®3,0+0,0 °0,5+0,0 °0,4+0,0
S-Dv °4,140,2 ®2,7+0,2 °0,5+0,0 €0,3%0,0

Meje zaznave (LOQ) za Pb/Zn/Cu/Cd so znasale 0,1/0,01/0,03/0,02 mg L!

Z namenom izbire najustreznejSih aditivov in njihovih najucinkovitej$ih koncentracij za
znizanje biodostopnosti kovin ter tudi koncentracije Na;EDDS smo v zacetnem poskusu z
koncentracijah. Kalcijev polisulfid se pri znizevanju biodostopnosti Pb ni izkazal kot
uc¢inkovit; hidroksiapatit in Slovakit sta najvecje znizanje biodostopnega Pb povzrocila pri
dodatku 5 % (w/w), v kombinaciji z namakanjem tal z 10 mM Naz;EDDS; hidroksiapatit je
bil nekoliko u¢inkovitejsi pri znizevanju biodostopnosti (Slika 10).
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Slika 10: Potencialna biodostopnost Pb v tleh Mx, stabiliziranih s hidroksiapatitom, Slovakitom in kalcijevim
polisulfidom (v koli¢inah 1 %, 2,5 % in 5 % w/w vsaki), doloc¢ena z ekstrakcijo s NH4;OAc. Rezultati so
podani kot povprecne vrednosti treh meritev + SD.

Figure: Pb potential bioaccessibility in soils Mx amended with hydroxyapatite, Slovakite and calcium
polysulfide (1 %, 2,5 % and 5 % w/w) assessed by NH4OAc extractions. The results are presented as means
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of three replicates + SD.

Pri razli¢nih obravnavanjih meziskih tal (Mx, My in Mz) je priSlo predvsem do
pri¢akovanega znizanja koncentracije Pb in Cd po dodatku 5 % hidroksiapatita (II) v vseh
treh tleh; koncentraciji Pb in Zn sta se statisticno znacilno (p < 0,01) zvisali po dodatku
melase (III, IV obravnavanje) v Mx in My tleh, Cd pa le v primeru Mx tla (Slika 11).
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Slika 11: Potencialna biodostopnost kovin v meziskih tleh po razli¢nih talnih obravnavanjih po NH,OAc
ekstrakciji. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno
znacilne razlike med koncentracijami kovin v razli¢no obravnavanih tleh (Duncan, p < 0,01).

Figure 11: Metal potential bioaccessibility assessed by NH4OAc extraction in Mezica’s soils, after four
different treatments. The results are presented as means of three replicates + SD. Different letters denote
statistically significant differences between the metal concentration in soil after four different soil treatment
(Duncan, p <0,01).
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4.3.3 Dolocanje biodostopnosti PSK z metodo CaCl,

Podobno kot v ekstrakciji z NH4OAc smo z 0,01 M CaCl, dobili bistveno nizje
koncentracije PSK v tleh iz Podklostra kot z DTPA (zacetni poskus). Koncentracije Pb, Zn,
Cu in Cd so v kontrolnih tleh znasale 4,2, 6,8, 2,9 in 1,1 mg kg'l. Po dodatku 1 %, 2,5 % in
5 % Slovakita so se koncentracije vseh PSK v glavnem znizale pod mejo zaznave, ne glede
na koncentracijo dodanega aditiva. V tleh remediranih s hidroksiapatitom so se
koncentracije Pb in Zn najizraziteje znizale po dodatku 5 % hidroksiapatita (< 0,1 mg kg™,
0,6 mg kg™') in 5 % Slovakita (< 0,1 mg kg, 0,3 mg kg); koncentracija Cu se zna&ilno
zvidala po dodatku 5 % hidroksiapatita (4,3 mg kg™), medtem ko se koncentracija Cd po
dodatku hidroksiapatita ni znacilno spremenila (rezultati niso prikazani).

Preglednica 12: Koncentracije kovin v kontrolnih tleh in v tleh, remediranih s 5 % hidroksiapatita in 5 %
Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerreszris in D. veneta doloCene v ekstrakciji s CaCl,. Rezultati
so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev = SD. Velike ¢rke oznacujejo statisti¢no znacilne razlike med
koncentracijami kovin v remediranih, majhne ¢rke pa statisti¢no znacilne razlike med koncentracijami kovin
v tleh brez dezevnikov in v tleh po inkubaciji dezevnikov (Duncan, p < 0,01).

Table 12: Metal concentrations in non-amended soil (Arnoldstein) and soils amended with 5 % (w/w)
hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after exposure to earthworms (Z. zerrestzis and D.
veneta obtained by CaCl, extraction. The results are presented as means of three replicates = SD. Different
big letters denote statistically significant differences between the metal concentration before and after
remediation, small letters denote statistically significant differences between non- exposed soils and soils
exposed to earthworms (Duncan, p < 0,01).

Pb (mg kg™) Zn (mg kg™) Cu (mg kg™) Cd (mg kg™)

K 1,1£0,2 A117,4+0,4 40,6+0,1 AP] 2+40,0
K-Lt °3,1+0,5 ®30,0+0,5 LOQ %0,9+0,0
K-Dv 1,9+0,3 ©32,3+0,3 LOQ 1,040,1
A LOQ B2y 340,0 40,5+0,0 B0,7+0,0
A-Lt 1,240,2 ©2,4+0,1 LOQ LOQ
A-Dv LOQ °2,1+0,0 LOQ LOQ

S LOQ €20,3+0,2 40,6+0,0 LOQ
S-Lt 1,6+0,3 %0,5+0,1 LOQ LOQ
S-Dv a0,8+0,8 %0,340,1 LOQ LOQ

Meje zaznave (LOQ) za Pb/Zn/Cu/Cd so znasale 0,1/0,01/0,03/0,02 mg L!

Dodatek aditivov je povzrocil predvsem upad koncentracij Pb in Zn, izluzenih z raztopino
0,01 M CaCl,. Po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta se je koncentracija Cu in
Cd v vseh uporabljenih tleh statisticno znizala (p < 0,01), v A5 in S5 celo pod mejo
zaznave. Dezevniki so v kontrolnih tleh in AS tleh povzrocili porast koncentracije Zn,
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ekstrahirane s CaCl,, medtem ko je koncentracija Pb zviSana le v primeru inkubacije z Z.
terrestris. V S5 tleh se je koncentracija Pb pod vplivom dezevnika zviSala; Zn pa je ostal
nespremenjen (Preglednica 12).

4.3.4 Dolocanje mobilnosti PSK z metodo EDTA

V zacetnem poskusu po dodajanju hidroksiapatita in Slovakita tlem v koncentracijah 1 %,
2,5 % in 5 % (w/w) nismo zabelezili znacilnih sprememb nobene izmed analiziranih PSK
(Pb, Zn, Cu in Cd) po ekstrakciji z EDTA (rezultati niso prikazani).

Rezultati ekstrakcije z EDTA so pokazali, da ni priSlo do bistvenih sprememb v
koncentraciji Pb po dodatku aditivov; koncentracije Zn in Cd so se po dodatku 5 % w/w
Slovakita zvisale; Zn po dodatku 5 % w/w hidroksiapatita znizal. Po inkubaciji dezevnikov
nismo zabelezili znacilnih sprememb v koncentraciji PSK, razen porasta koncentracije Pb
in Cu v kontrolnih tleh; znizanje Zn v S5 tleh in vsepovsod zviSanje koncentracije Cd, pri
Gemer je bila zagetna vrednost vedno pod mejo zaznave (< 0,02 mg L) (Preglednica 13).

Preglednica 13: Koncentracije kovin v kontrolnih tleh in v tleh, remediranih s 5 % (w/w) hidroksiapatita in 5
% (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. serrestris in D. veneta, doloCene v ekstrakciji z
EDTA. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD. Velike ¢rke oznacujejo statisti¢no
znalilne razlike med koncentracijami kovin v remediranih, majhne ¢rke pa statisticno znacilne razlike med
koncentracijami kovin v tleh brez deZevnikov in v tleh po inkubaciji dezevnikov (Duncan, p < 0,01).

Table 13: Metal concentrations in non-amended soil (Arnoldstein) and soils amended with 5 % (w/w)
hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after exposure to earthworms (L. terrestris and D.
veneta) obtained by EDTA extraction. The results are presented as means of three replicates = SD. Different
big letters denote statistically significant differences between the metal concentration before and after
remediation, small letters denote statistically significant differences between non- exposed soils and soils
exposed to earthworms (Duncan, p < 0,01).

Pb (mg kg™) Zn (mg kg™) Cu (mg kg™ Cd (mg kg™)

K A1546,3427,9 AB1130,1+4,8 A15,5+0,7 LOQ

K-Lt °628,6+17,6 150,7+14,6 ®19,2+0,7 4.240,3
K-Dv °608,4+5,9 129,3+1,8 *18,5+1,0 3 7+0,5
A A1521,0412,2 A2113,246,0 A15,4+1,1 LOQ

A-Lt 1533,7423,7 1124,143,4 16,3+0,2 3 6+0,4
A-Dv %565,0+29,5 129,8+8,2 “17,9+1,9 4.1+0,8
S A1531,7+33,2 B°140,3+8,5 £16,3+0,2 LOQ

S-Lt 531,7+20,1 989,5+1,3 16,5+0,4 ,8+0,1
S-Dv 9527,5+57,7 “87,943,7 117,142,2 3 1+1,0

Meje zaznave (LOQ) za Pb/Zn/Cu/Cd so znasale 0,1/0,01/0,03/0,02 mg L!
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4.4 ENCIMSKE AKTIVNOSTI V TLEH

Encimi imajo razlicno poreklo in se nahajajo v razli¢nih talnih delih. Dehidrogenaze
(DHA) so znotrajcelicni encimi za vso mikrobno biomaso; nahajajo se v vseh zivih
organizmih. Z merjenjem DHA v tleh lahko dolo¢imo celotno celi¢no dihanje in ocenimo
celotno mikrobno aktivnost v tleh (Alvarenga in sod., 2009). Fosfomonoesteraze so eni
najpomembnejsih encimov v tleh, saj katalizirajo fosfomonoester v anorganski fosfor, ki
ga potem lahko prevzamejo rastline (Nannipieri in sod., 2011). B- glukozidaze so vkljucene
v saharifikacijo celuloze oz. en izmed klju¢nih encimov v krozenju ogljika v tleh (de Mora
in sod., 2005).

4.4.1 Dehidrogenazna aktivnost

Vrednosti dehidrogenazne aktivnosti so po remediaciji v vzorcih statisticno znacilno (p <
0,01) narasle. V kontrolnih tleh deZevniki niso povzroc€ili spremembe dehidrogenazne
aktivnosti, medtem ko je v remediranih tleh (A5 in S5) priSlo do bistvenega zviSanja
aktivnosti dehidrogenaze po inkubaciji vrste D. venera, vrsta L. terrestris ni vplivala na
spremembo dehidrogenazne aktivnosti remediranih tal (Slika 12).
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Slika 12: Dehidrogenazna aktivnost v neremediranih tleh (PodkloSter) in tleh, remediranih s 5 % (w/w)
hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta. Rezultati
so predstavljeni kot povprecje petiih ponovitev = SD. Velike ¢rke oznacujejo statisticno znacilne razlike med
dehidrogenazno aktivnostjo remediranih in kontrolnih tal, majhne ¢rke pa statisticno znacilne razlike med
dehidrogenazno aktivnostjo tleh brez dezevnikov in po inkubaciji dezevnikov za kontrolna in remedirana tla
(Duncan, p <0,01).

Figure 12: Dehydrogenase activity in non- remediated soils (Arnoldstein) and soils remediated with 5 %
(w/w) hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after being exposed to earthworms (Z. zerrestris
and . veneta). Results are presented as means of five replicates + SD. Different big letters denote
statistically significant differences between the dehydrogenase activity in non- remediated and remediated
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soils, small letters denote statistically significant difference between dehydrogenase activity in non- exposed
soils and soils exposed to earthworms (Duncan, p < 0,01).

4.4.2 Fosfatazna (fosfomonoesterazna) aktivnost
4.4.2.1 Kisle fosfataze

Pri spremljanju aktivnosti kislih fosfataz smo opazili da je ta upadla po dodatku 5 % w/w
Slovakita. Vrsta Z. zerrestris je vedno vplivala na statisticno znacilno (p < 0,01) znizanje
aktivnosti kislih fosfataz, medtem ko je vrsta . veneta povzroCila zniZanje njihove
aktivnosti le v primeru kontrolnih in S5 tal; v A5 tleh je ostala nespremenjena (Slika 13).
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Slika 13: Aktivnost kislih fosfataz v neremediranih tleh (Podkloster) in tleh, remediranih s 5 % (w/w)
hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta. Rezultati
so predstavljeni kot povprecje petih ponovitev £ SD. Velike ¢rke oznacujejo statisticno znacilne razlike med
fosfatazno aktivnostjo remediranih in kontrolnih tal, majhne ¢rke pa statisticno znacilne razlike med
fosfatazno aktivnostjo v tleh brez dezevnikov in po inkubaciji dezevnikov, za kontrolna in remedirana tla
(Duncan, p <0,01).

Figure 13: The activity of acid phosphatase in non- remediated soils (Arnoldstein) and soils remediated with
5 % (w/w) hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after being exposed to earthworms (Z.
terrestris and D. veneta). Results are presented as means of five replicates = SD. Different big letters denote
statistically significant differences between the phosphatase acitivy in non- remediated and remediated soils,
small letters denote statistically significant differences between non- exposed soils and soils exposed to
earthworms (Duncan, p < 0,01).

4.4.2.2 Bazicne fosfataze
Dodatek aditivov ni vplival na spremembo aktivnosti bazi¢nih fosfataz. Vrsta Z. zerrestris

je povzrocila znizanje aktivnosti bazi¢ne fosfataze le v primeru kontrolnih tal, drugod ni
povzroc€il spremembe; vrsta 2. venera je vseskozi povzrocala znizanje aktivnosti bazi¢nih
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fosfataz, najbolj o€itno v kontrolnih tleh (Slika 14).
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Slika 14: Aktivnost bazi¢nih fosfataz v neremediranih tleh (Podkloster) in tleh, remediranih s 5 % (w/w)
hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta. Rezultati
so predstavljeni kot povprecje petih ponovitev + SD. Velike ¢rke oznacujejo statisti¢no znacilne razlike med
fosfatazno aktivnostjo v remediranih in kontrolnih tleh, majhne ¢rke pa statisticno znalilne razlike med
fosfatazno aktivnostjo v tleh brez dezevnikov in po inkubaciji dezevnikov, tako v kontrolnih kakor v
remediranih tleh (Duncan, p <0,01).

Figure 14: The activity of alkaline phosphatase in non- remediated soils and soils remediated with 5 % (w/w)
hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after being exposed to earthworms (Z. Zerrestris and D.
veneta). Results are presented as means of five replicates + SD. Different big letters denote statistically
significant differences between the phosphatase activiy in non- remediated and remediated soils, small letters
denote statistically significant differences between non- exposed soils and soils exposed to earthworms
(Duncan, p <0,01).

4.4.3 B- glukozidazna aktivnost

Remediacija tal oz. dodatek hidroksiapatita in Slovakita v koli¢ini 5 % (w/w) je vplival na
znizanje aktivnosti B- glukozidaz. Vrsta Z. zerrestris je povzro€ila znizanje aktivnosti -
glukozidaze v kontrolnih tleh in A5, medtem ko je vrsta 2. veneza v kontrolnih tleh znizala
B- glukozidazno aktivnost, v A5 pa zvisala (v S5 je ostala nespremenjena) (Slika 15).
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Slika 15: Aktivnost - glukozidaz v neremediranih tleh in tleh, remediranih s 5 % (w/w) hidroksiapatita in 5
% (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerreszris in D. venera. Rezultati so predstavljeni kot
povprecje petih ponovitev = SD. Velike ¢rke oznacujejo statisti¢no znacilne razlike med B- glukozidazno
aktivnostjo v remediranih in kontrolnih tleh, majhne ¢rke pa statisticno znacilne razlike med B- glukozidazno
aktivnostjo v tleh brez dezevnikov in po inkubaciji dezevnikov, tako v kontrolnih kakor v remediranih tleh
(Duncan, p <0,01).

Figure 15: B- glucosidase activity in non- remediated soils and soils remediated with 5 % (w/w)
hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after being exposed to earthworms (Z. Zerrestris and D.
venera). Results are presented as means of five replicates + SD. Different big letters denote statistically
significant differences between the results in non- remediated and remediated soils, small letters denote
statistically significant differences between non- exposed soils and soils exposed to earthworms (Duncan, p <
0,01).

4.5 SUBSTRATNO (GLUKOZNO) INDUCIRANO DIHANIJE

Z glukozo inducirano dihanje se je zviSalo pri dodatku obeh aditivov. Vrsta Z. zerrestris je
vplivala na zvisanje z glukozo induciranega dihanja v kontrolnih tleh in tleh, stabiliziranih
s 5 % w/w hidroksiapatita; v S5 tleh nismo zabelezili sprememb. Vrsta D. vewnera je v
kontrolnih tleh vplivala na statisti¢no znacilen (p < 0,01) porast induciranega dihanja; v S5
je povzrocila statisticno znacilno znizanje; v AS tleh pa ni povzrocila sprememb (Slika 16).
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Slika 16: Z substratom inducirano dihanje v neremediranih tleh in tleh, remediranih s 5 % (w/w)
hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita, pred in po inkubaciji dezevnikov Z. zerrestris in D. veneta. Rezultati
so predstavljeni kot povprecje petih ponovitev = SD. Velike ¢rke oznacujejo statisti¢no znacilne razlike med
dihanjem v remediranih in kontrolnih tleh, majhne ¢rke pa statisticno znacilne razlike med dihanjem v tleh
brez dezevnikov in po inkubaciji s dezevniki, tako za kontrolna kakor za remedirana tla (Duncan, p < 0,01).
Figure 16: Substrate (glucose) induced respiration in non- remediated soils and soils remediated with 5 %
(w/w) hydroxyapatite and 5 % (w/w) Slovakite, before and after being exposed to earthworms (Z. zerrestris
and . veneta). Results are presented as means of five replicates + SD. Different big letters denote
statistically significant differences between the results in non- remediated and remediated soils, small letters
denote statistically significant differences between non- exposed soils and soils exposed to earthworms
(Duncan, p <0,01).

4.6 BIODOSTOPNOST PSK IZ TAL PO ORALNEM VNOSU

Nevarnost, ki jo predstavlja zauzitje s PSK onesnazenih tal, je odvisna od koli¢ine PSK, ki
lahko postanejo dostopne za potencialno absorbcijo ali njihove koli¢ine, ki lahko vstopi v
krvni obtok (Hooda, 2010). Tveganje lahko ocenimo s pomocjo in vivo in in vitro testov. In
vivo testi se izvajajo na zivalih in so ekonomsko zahtevni, dolgotrajni in eti¢no vprasljivi.
In vitro testi sicer ne morejo predstaviti celotnega fizioloSkega procesa, ki kontrolira
absorpcijo hranil oz. onesnazil v prebavnem traktu (GI) ali njihovega raztapljanja iz tal, so
pa Se vedno zelo uporabni pri dolo¢anju potencialnih vplivov zauzitih tal, onesnazenih s
PSK, na ¢lovekovo zdravje (Hooda, 2010). ,,Unified BARGE method*“ (UBM) metoda
vkljucuje zacetno frakcijo sline in posnema pogoje v zelod¢ni in Crevesni fazi, pri
temperaturi 37 °C (telesna T). Korelacije med rezultati in vivo in in vitro poskusov so
pokazale, da je UBM v dobri meri analogen z rezultati in vivo testov (Wragg in sod.,
2011).

Rezultate UBM testa smo razdelili v dve skupini - v rezultate koncentracij kovin,
izmerjenih v ekstraktih zelod¢ne (Preglednica 13) in ekstraktih ¢revesne faze (Slika 17) .V
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zelod¢ni frakeiji smo izmerili veliko visje koncentracije PSK kot v ¢revesni. Koncentracije
PSK, dolo¢ene v Zelod¢ni frakceiji, se niso znacilno razlikovale med razli¢nimi talnimi
obravnavanji (Preglednica 14). Biodostopnost PSK (izraZzena v % celokupne koncentracije
PSK) je bila v zelod¢ni frakciji v zaporedju Cd > Pb > Zn za tla My in Mz, ne glede na
razlicna talna obravnavanja; v Mx tleh je bila biodostopnost Pb nekoliko vecja od Cd.
Maksimalne vrednosti biodostopnosti PSK v Zelod¢ni frakciji so dolo¢ene v Mz, najbolj
onesnazenih tleh (Pbyax 97,5+3,5 %, Znmax 47,6+0,7 %, Cdmax 97,8£1,7 %). V Crevesni fazi
je bila dolo¢ena biodostopnost PSK v glavnem v naslednjem zaporedju Cd > Pb > Zn; po
dodatku melase (III in IV obravnavanje) smo izmerili razmeroma visje koncentracije Zn -
biodostopnost Zn je bila visja od biodostopnosti Pb in Cd (My) oz. Pb (Mz); v Mx so bile
koncentracije PSK v glavnem pod mejo zaznave (LOQ). Maksimalne vrednosti
biodostopnosti PSK v c¢revesni frakciji smo doloc¢ili v Mz kontrolnem vzorcu (Pb -
12,6£5,9 %, Zn - 8,7+1,8 %, Cd - 57,5+1,4 %).

Preglednica 14: Koncentracije kovin v meziskih tleh (Mx, My in Mz) po razli¢nih talnih obravnavanjih (I, II,
III, 1IV), pridobljene v Zelod¢ni frakeiji testa UBM. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev +
SD. Velike ¢rke oznacujejo statisticno znalilne razlike med koncentracijami kovin po razli¢nih talnih
obravnavanjih (Duncan, p < 0,01).

Table 14: Metal concentrations in Mezica’s soils (Mx, My and Mz) after four different soil treatment (I, II,
IIT and IV) obtained by UBM extraction in stomach phase. The results are presented as means of three
replicates + SD. Different letters denote statistically significant differences between the metal concentration
measured in different treated soils (Duncan, p <0,01).

Pb mg kg™ Zn mg kg™ Cd mg kg™
Mx
I 649,0+12,0° 105,2+4,6° 3,4+0,1°
Il 622,4+6,4° 102,6+0,4° 3,5+0,0°
111 609,4+26,9° 79,743,9° 3,4+0,0°
v 632,7+11,9° 84,746,5° 3,4+0,1°
My
I 1505,4+27,9" 478,3+30,9° 12,240,3°
1 1575,2+111,0° 467,4+12,5" 11,7£0,1®
111 1523,3+66,6" 484,7+15,2° 12,0£0,2%
v 1492,8+22,9° 442,1+1,0° 11,5+0,1°
Mz
I 4320,4+155,0° 1313,9+19,3° 27,140,2°
1l 4010,94+20,3"™ 1269,4+14,8% 27,6+0,5

se nadaljuje
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nadaljevanje
Pb mg kg™ Zn mg kg™ Cd mg kg™
Mz
I 3974,2+88,6" 1170,3+46,4" 27,4+0,7°
v 3831,4+155,3" 1143,4491,5" 27,3+0,5"

Meje zaznave (LOQ) za Pb/Zn/Cd so znasale 0,1/0,01/0,02 mg L!
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Slika 17: Koncentracija PSK v kontrolnih tleh in v razli¢no tretiranih meziskih tleh po UBM ekstrakciji-
Crevesna faza. Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD. Razlicne ¢rke oznacujejo
statisticno znacilne razlike med rezultati v kontrolnem tlu in v razli¢no tretiranih tleh (Duncan, p < 0,01).

Figure 17: PTK concentration in non- remediated soil and in different treated soils from obtained by UBM
extraction- gastro intestinal phase. Results are presented as means of three replicates = SD. Different letters
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denote statistically significant differences between the results in different treated soils (Duncan, p <0,01).

Dodatek hidroksiapatita je v ¢revesni frakciji statistiéno znacilno (p < 0,01) znizal oralno
biodostopno koncentracijo PSK v tleh; dodatek NasEDDS in melase je o¢itno mobiliziral
PSK ter kon¢ni u¢inek remediacije (IV obravnavanje) ni bil statisticno znacilno drugacen
(p < 0,01) od stabilizacije s hidroksiapatitom oz. se je celo poslabsal (biodostopni Zn v My
in Mz tleh po IV tretmanu) (Slika 17).

4.7 SPIRANJE TAL (MEZISKA TLA)

Ucinkovitost Na;EDDS za odstranjevanje oz. mobiliziranje PSK (Pb in Cd) iz meziskih tal
Mx smo dolo¢ili s spiranjem tal. Uporabljene so bile 4 razli¢ne koli¢ine Na;EDDS za
spiranje tal (2,5, 5, 10 in 15 mmol kg suhih tal); vi§je koncentracije Na;EDDS so
povzrocile izpiranje vecjih koli¢in kovin (Slika 18).
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Slika 18: Odstranjeni Pb in Cd iz vzorca Mx po spiranju z uporabo §tirih razli¢nih koncentracij Na;EDDS.
Rezultati so predstavljeni kot povprecje treh ponovitev + SD (n = 3).
Figure 18: Removal of soil Pb and Cd after soil leaching using four different concentrations of Na;EDDS.
Error bars represent standard deviation from the mean value (n = 3).

4.8 RAZGRADNIJA Na;EDDS

Vpliv vlage na razgradnjo Na;EDDS smo preverjali tako, da smo natacno doloceno
koli¢ino Na;EDDS raztopili v volumnu vode, ki ustreza 80 % oz. 105 % zadrzevalne
kapacitete tal, jih dodali tlem Mx in ugotovili, da je bolj ucinkovita razgradnja Na;EDDS
(dolocena s koncentracijo mobilnega oz. spros¢enega Pb) pri vecji vlaznosti (npr. po 48 h
je pri nizji vlaznosti tal koncentracija Pb 160 mg kg™, pri vigji 140 mg kg™'; po 240 h je v
tleh z niZjo vlaznostjo koncentracija Pb 159,0 mg kg™, pri vi§ji vlaznosti tal pa 52,0 mg kg’



Tica D. Dostopnost kovin v onesnazenih tleh po remediaciji z metodo stabilizacije. 71
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2013

", ter da po 20 dneh uéinek razgradnje postane priblizno enak v obeh primerih. V
nadaljnjih poskusih smo uporabljali volumen vode, ki ustreza 105 % zadrzevalne
kapacitete tal.

Z namenom ¢im bolj ucinkovite razgradnje Na;EDDS smo talnemu vzorcu Mx dodajali
tudi hranila (poleg 10 mM Na;EDDS kg™ smo dodali 5 % melase 0z. 2 % NH4NOs in 5 %
glukoze). V talnemu vzorcu z melaso je bila po 24 h izmerjena koncentracija svinca 6,7 mg
kg, medtem ko je koncentracija Pb v vzorcu z dodanim amonijevim nitratom in glukozo
znagala po istem ¢asu 192 mg kg™'. Sele po 15 dneh so bile izmerjene koncentracije Pb v
obeh vzorcih priblizno enake. Zaradi zelo uinkovitega vpliva na razgraditev Na;EDDS
(Slika 19) smo se odlocili, da v nadaljnjem poskusu dodajamo tlem le 5 % melase in 10
mM kg' Na;EDDS. Melasa je stranski proizvod predelave sladkorne pese; 50 % suhe
snovi melase tvori saharoza, 30 % pa ne- saharozne snovi, ki so lahko mineralnega
porekla, ter organske z duSikom ali brez njega. Za fermentativne tehnologije je
najpomembnejsa vsebost dusika, ki ga mikroorganizmi lahko asimilirajo (okrog 50 % N)
(Jevti¢- Mucibabi¢ in sod., 2011)

Vezavo kovin za Na;EDDS in njihovo nadaljno mobilizacijo smo spremljali z merjenjem
koncentracije Pb v talnih vzorcih (Mx), ki smo jim na zadetku dodali 10 mM kg
Na;EDDS. Najvisja koncentracija mobiliziranega Pb je bila po 24 h inkubacije, zato smo v
nadaljnem poskusu izbrali isti ¢as (24 h po dodatku Na;EDDS) za dodajanje melase tlem.
Razgradnjo Na;EDDS smo kontrolirali do 42 dnevih inkubacije. Ob tem je razgradnja bolj
ali manj kontinuirano upadala s ¢asom (Slika 19).
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Slika 19: Koncentracija Pb v talni raztopini po razlicnem inkubacijskem casu (0- 1008 h) tal tretiranih z 10
mM Na;EDDS kg™ raztopljenim v volumnu vode, ki ustreza 105 % zadrZevalne kapacitet tal, ter v tleh z
melaso in 10 mM kg Na,EDDS.

Figure 19: Concentration of Pb in the soil solution after different reaction times (0- 1008 h) of soils treated
with 10 mmol Na,EDDS kg™' water quantity equal to 105 % of soil holding capacity and in soil with
molasses and 10 mM kg Na,EDDS.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Vpliv aditivov na biodostopnost PSK in funkcionalno obnavljanje tal

Pri preucevanju ucinkovitosti stabilizacije tal smo ugotovili, da je od treh razli¢nih
koncentracij hidroksiapatita in Slovakita (1 %, 2,5 % in 5 % w/w), ki smo jih dodali tlem iz
Podklostra, na znizanje potencialno biodostopnih koncentracij Pb, Zn, Cu in Cd (doloc¢enih
z enostopenjskimi ekstrakcijami z DTPA in NH4OAc) najucinkoviteje delovala
koncentracija 5 % (w/w) (Sliki 7 in 9). Zaradi te ugotovitve smo v raziskavah tla remedirali
s 5 % (w/w) hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita.

Na splosno se lastnosti kontrolnih in remediranih tal glede na rezultate standardne
pedoloske analize niso bistveno razlikovale (Preglednici 4 in 7), z izjemo pH vrednosti tal
(Preglednica 5), fitodostopnega fosforja (Preglednica 7) in CEC tal (Preglednica 6).
Parametri tal, ki bistveno vplivajo na sorpcijsko kapaciteto tal, so se po remediaciji
izboljsali; dodatek aditivov (stabilizantov) je povzrocil porast pH vrednosti - v rahlo kislih
kontrolnih tleh (pH 6,0-6,1) se je pH vrednost po dodatku Slovakita dvignila na 7.4.
Zadrzevalna kapaciteta tal za PSK raste z zviSanjem pH vrednosti in je maksimalna pri
priblizno nevtralnem pH (Adriano, 2001). Dodatek hidroksiapatita ali fosfatnega minerala
je povzrocil pri¢akovano zviSanje rastlinam dostopnega fosforja, medtem ko je dodatek
obeh aditivov povzrocil dvig kationske izmenjevalne kapacitete. Ta trend je bil opaznejsi
pri dodatku Slovakita (poviSanje za faktor 2), kar lahko pripiSemo veliki specifi¢ni povrSini
zeolita (Querol in sod., 2006; Shi in sod., 2009) in bentonita.

Kljub nekaterim pomanjkljivostim (pomanjkljiva selektivnost ekstrahirajo¢ih raztopin;
operativno definirane koncentracije PSK) so sekvencne ekstrakcije pogosto uporabljana
metoda, ki nam omogoca podajo ocene potencialne mobilnosti in topnosti PSK ter njihove
afinitete za talne delce; rezultati sekvencnih ekstrakcij nam lahko pomagajo tudi pri izbiri,
monitoringu in izboljSanju remediacijskih procesov v tleh (Dermont in sod., 2008).
Dodatek vseh aditivov je vplival na porazdeljenost PSK v tleh; v kontrolnih tleh brez
dodatka aditivov je bila vsebnost Pb, Zn, Cu in Cd v vodotopni in izmenljivi frakciji, ki
sicer veljajo za najbolj biodostopne oblike (Lestan in sod., 2008), po vrsti 1,5 %, 11 %, 1,6
% in 33 %. Vemo pa, da sta Pb in Cu v tleh mo¢no vezana na organsko snov, glinene
minerale in Fe- in Mn- okside ter da ima pH vrednost tal znaten vpliv na njihovo topnost.
Kadmij in Zn se pogosto nahajata skupaj v tleh, Cd je mobilnejsi (razen na pH > 7.5),
medtem ko se zaradi raztapljanja organskih in mineralnih koloidov biodostopnost Zn lahko
zvisa tudi v bazi¢nih pogojih (Kabata-Pendias, 2001; Mulligan in sod., 2001). Dodatek
hidroksiapatita je prestavil Pb, Zn in Cd iz izmenljive frakcije ter iz frakcij, vezanih na
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karbonate ter Fe- in Mn- okside, v manj mobilne oz. manj dostopne kemijske oblike,
izmerjene v organski frakciji (faktor prestavitve 1,6 za Pb, 1,5 za Zn in 3,3 za Cd). Na
podlagi stabilnostnih konstant kompleksov kovina-fulvo kislina lahko sklepamo, da imata
Cu®" in Pb*" izrazito teznjo za formacijo organskih kompleksov, ki so stabilnejsi pri vigjih
pH vrednostih (Kizilkaya, 2004; Hooda, 2010). Dodatek hidroksiapatita tlem, onesnazenim
s Pb, vodi do nastanka hidroksipiromorfita (HP), najstabilnejSe spojine svinca (Preglednica
2), ki pa je v crevesju netopna in poslediéno nenevarna ob nakljuénem zauZzitju
onesnazenih tal (Myretzky in Fernandez- Cirelli, 2008). Pri ekstrakciji z 1 M NH4OAc in
0,1 M NH,OHxHCI se pri nizkih pH vrednostih (pH 5, pH 2) Pb desorbira s talnih delcev,
kar posledi¢no povzro€i poviSanje koncentracij Pb v talni raztopini, kjer lahko reagira in
pri ¢emer nastaja in se obarja piromorfit. Mo¢ni oksidativni pogoji, ki jih dosezemo z
ekstrakcijo rezidualnega talnega vzorca s 30 % H,O, pri 85 °C, povzrocijo ne le
raztapljanje organske snovi, ki je prisotna v tleh, temvec¢ tudi nastalega piromorfita. To pa
vodi do zaznavanja visjih koncentracij Pb v frakciji, vezani na organsko snov (Preglednica
9) (McBride, ustni pogovor). Ker je bil pH tal po dodatku HA v obmoc¢ju 6,2-6,3, so
verjetno bili pri imobilizaciji PSK bolj dominantni procesi ionske izmenjave kovin ter
kompleksiranja kovinskih ionov na povrSini fosfatnih granul, kot obarjanje HP, saj je
optimalen pH za nastanek HP po dodatku fosftanih aditivov pH=5, ¢eprav bo prihajalo do
nastajanja HP pri vseh pH < 8, ampak v izjemno man;j$i meri (Mignardi in sod., 2012).

Koncentracije lahko dostopnega Zn so se po remediaciji znizale; trend je bil u¢inkovitejsi
po dodatku Slovakita, katerega karbonatna frakcija je povzrocila obarjanje Zn-karbonata.
Cd je bil dokaj enakomerno porazdeljen med vsemi talnimi frakcijami, le koncentracija v
izmenljivi frakciji je bila nekoliko vi§ja od ostalih. Dodatek hidroksiapatita je povzrocil
premestitev Cd v frakcije, vezane na Fe in Mn- okside ter organsko snov; dodatek
Slovakita pa precipitacijo Cd-karbonata (Preglednica 9). Spremembe v porazdeljenosti Cu
po talnih frakcijah so bile po dodatku obeh aditivov hkrati minimalne (Preglednica 9).
Najvecji del Cu je bil vezan v delno labilno oz. nelabilno kemijsko obliko - na organsko
snov ter v rezidualni frakciji tal. Koncentracije Pb, Zn in Cd so upadle v najbolj dostopnih
talnih frakcijah, kar je sovpadalo s povecanjem vrednosti pH tal (Preglednici 5 in 9) -
topnost kovin je namre¢ obratno sorazmerna s pH vrednostjo tal (Kumpiene in sod., 2008),
pa tudi z viSanjem CEC tal (predvsem zaradi zeolitne ter bentonitne sestavine Slovakita)
(Shi in sod., 2009).

Celokupna koncentracija PSK v tleh nam poda zelo omejeno informacijo o kemijski obliki
in potencialni usodi PSK kot tudi nevarnosti, ki jo predstavljajo za okolje, zato bi se
morala uporabljati le pri dolocanju mejnih oz. kriti¢nih koncentracijah PSK (Menzies in
sod., 2007). Stabilizacija v bistvu ne spremeni celokupno koncentracijo PSK (Preglednica
8). Pri ocenjevanju onesnazenosti in uspeSnosti remediacije tal je nujno potrebno
upostevati tudi potencialno biodostopno in mobilno frakcijo kovin oz. tisti delez celokupne
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koncentracije PSK, ki je potencialno nevaren za zive organizme. Univerzalnega testa oz.
ekstrakcije, s katero bi lahko ocenili nevarnost onesnazil, prisotnih v tleh, ne obstaja
(Sizmur in Hodson, 2009). Enostopenjske ekstrakcije se pogosto uporabljajo, ker so hitre,
enostavne, ugodne in podajajo ponovljive rezultate. Kemijske ekstrakcije, ki smo jih
uporabljali v nasi raziskavi, so prvotno razvili za oceno fitodostopnosti PSK, se pa uspesno
uporabljajo tudi za oceno mobilnosti PSK v tleh in njihove posledi¢ne dostopnosti zivim
organizmom. Sprva so se uporabljale ekstrakcije z mo¢nimi kelatnimi ligandi (DTPA in
EDTA), potem je napredek instrumentalne tehnike omogocCil merjenje znatno nizjih
koncentracij PSK, izluzenih s §ibkejSimi topili (McLaughlin in sod., 2000). Zelo dobre
korelacijske povezave so dolocene med koncentracijo kovin, pridobljeno z ekstrakcijo s
SibkejSimi topili in akumulirano koncentracijo v tkivu rastlin za Stevilne kovine (Menzies
in sod., 2007). Kelatni ligandi kot sta DTPA in EDTA lahko izluzijo ve¢ kovin iz tal, oz.
precenijo rastlinam takoj dostopno koncentracijo PSK. Ravno tako sta pogosto uporabljana
topila za raziskovanje fizikalno-kemijskih procesov v tleh kot npr. mobilnosti kovin
(Menzies in sod., 2007; Peijnenburg in sod., 2007). Pri vi§jih vrednosti CEC in pH lahko
pri¢akujemo manjsSe sprosc¢anje PSK iz trdne faze v talno raztopino, tako pri remediranih
kot tudi v kontrolnih tleh (Querol in sod., 2006; Shi in sod., 2009). pH vrednost je kriti¢en
faktor, ki lahko napoveduje verjetnost onesnazenja podtalnice, povrSinskih vod in vstop
PSK v prehranjevalno verigo (Brady in Weil, 2008). Ekstrakcije z DTPA, NH4OAc in
CaCl, so pokazale, da je potencialna biodostopnost Pb, Zn in Cd upadla po uporabi obeh
aditivov v primerjavi s kontrolnimi tlemi (Preglednice 10, 11 in 12). Koli¢ina izluzenih
PSK se je med razli¢nimi uporabljenimi ekstrakcijskimi testi razlikovala, kar potrjujejo
tudi prejsnje raziskave (Udovi€ in sod., 2009), ki hkrati potrjujejo tudi Ze omenjeno trditev,
da je izbira najuinkovitejSega (najprimernejSega) testa za oceno biodostopnosti PSK ter
ucinkovitosti remediacije onesnazenih tal zelo tezavna. V nasprotju z rezultati Madrid in
sod. (2006) statisticno znacilnih sprememb (p < 0,01) pri koncentracijah Pb, Zn, Cu in Cd
v tleh, izluzenih z EDTA po uporabi 5 % (w/w) Slovakita za remediacijo urbanih
onesnazenih tal, nismo opazili. To razliko lahko najverjetneje pripiSemo dejstvu, da so tla v
omenjeni raziskavi vsebovala vecji delez peska kot tla iz Podklostra, to pa bi lahko
vplivalo na boljse izluzevanje PSK s kelatnim ligandom EDTA. Sprememb v dostopnosti
Cu po stabilizaciji tal s hidroksiapatitom in Slovakitom (Preglednice 10-13) nismo
zabelezili, kar je skladno tudi z minimalnimi spremembami v porazdeljenosti Cu med
talnimi frakcijami po uporabi aditivov (Preglednica 9).

Okrevanje s PSK onesnaZenih tal po dodatku aditivov in posledi¢no izboljSanje njihove
kakovosti je potrebno oceniti tako z dolo¢anjem kemijskih lastnosti tal kot tudi s pomocjo
merjenja obnovljenih funkcij tal s pomocjo ustreznih indikatorjev kakovosti tal (Lee in
sod., 2009). Aditivi, ki jih dodajamo onesnazenim tlem, vplivajo na mikrobno oz.
encimsko aktivnost v tleh; to podrocje je Se vedno slabo raziskano in je bilo Sele pred
kratkim delezno bolj sistemati¢ne pozornosti. Talni encimi so zelo obcutljivi na prisotnost
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PSK in se zato lahko uporabljajo kot biokemijski indikatorji kakovosti tal, onesnazenih s
PSK (Alvarenga in sod., 2009), predvsem zato, ker se lahko doloc¢ijo in izmerijo preden so
spremembe fizikalnih in kemijskih parametrov sploh opazne (Pankhurst in sod., 1995).
Vplivi onesnazenosti tal na encimsko aktivnost so kompleksni; odzivi razli¢nih encimov na
iste PSK se lahko medsebojno moc¢no razlikujejo (Zhang in sod., 2010). PSK lahko bodisi
indirektno zavirajo mikrobno aktivnost (preko vpliva na mikrobno populacijo) in/ali
direktno - preko vpliva na delovanje zunajceli¢nih encimov (Lee in sod., 2009). Poleg tega
remediacija tal, ki vpliva na encimsko aktivnost v tleh, obi¢ajno vpliva tudi na druge
fizikalne in kemijske lastnosti tal (LeStan in sod., 2008); med slednjimi sta
najpomembnejSa pH in CEC (Acosta- Martinez in Tabatabai, 2000; Wang in sod., 2006).
Encimske aktivnosti se po uporabi aditivov niso zviSale v pri¢akovani meri (glede na
znizanje potencialne biodostopnosti PSK). Aktivnost kislih fosfataz se je znizala, kar lahko
pripiSemo zviSanju pH vrednosti tal (za faktor 1,2 pri uporabi Slovakita) - to potrjuje tudi
mocna negativna korelacija med omenjenima parametroma (Preglednica 15), kar so
izpostavili tudi drugi raziskovalci (Acosta- Martinez in Tabatabai, 2000; Wang in sod.,
2006). Aktivnost alkalnih fosfataz se ni znalilno spremenila, medtem ko se je
dehidrogenazna aktivnost rahlo, toda statisticno znacilno (p < 0,01), zvisala po dodatku
aditivov (Sliki 12 in 14). Dehidrogenazna aktivnost je pozitivno korelirala s pH in CEC
vrednostjo tal (Preglednica 15). Nasprotno se je aktivnost B- glukozidaz, encimov
zadolzenih za razgradnjo celuloze v glukozo, ki predstavlja pomemben vir energije za
mikroorganizme, znacilno znizala po uporabi aditivov - za 19 % po remedaciji s
hidroksiapatitom in za kar 52 % po remediaciji s Slovakitom (Slika 15). Negativno
korelacijo aktivnosti s pH vrednostjo tal (Preglednica 15) navajajo tudi Garau in sod.
(2007), ki iz navedenega zakljucujejo, da aktivnost - glukozidaz inhibira zviSanje pH in
CEC vrednosti po remediaciji kislih, onesnazenih tal z rde¢im blatom in apnom. Poleg tega
je bila aktivnost - glukozidaz na splosno v pozitivni korelaciji s potencialno
biodostopnostjo PSK v tleh (Preglednica 15). B- glukozidaze sodijo med klju¢ne encime, ki
so vkljuceni v kroZenje ogljika v tleh; mikroorganizmi v onesnazenih tleh potrebujejo vec
ogljika kot tisti v neonesnazenih, predvsem za potrebe obnovitve in prezivetja (Kandeler in
sod., 1996). Po stabilizaciji tal s hidroksiapatitom in Slovakitom se je biodostopni delez
PSK znizal, okoljski pogoji za talne mikroorganizme so se izboljSali, istocasno pa se je
znizala tudi potreba mikroorganzimov po C. V neonesnazenih kmetijskih tleh sta apnenje
tal in posledi¢no zviSanje pH tal imela nasproten ucinek, saj sta povisala aktivnost -
glukozidaz (Acosta- Martinez in Tabatabai, 2000). Dehidrogenaze so znotrajceli¢ni
encimi; so oksidoreduktaze, ki so prisotne le v zivih, intaktnih celicah, merjenje njihove
aktivnosti pa se uporablja za vrednotenje aktivnosti aktivne mikrobne populacije v tleh
(Garau in sod., 2007; Alvarenga in sod., 2009). Rezultati nasih raziskav so pokazali, da je
dehidrogenazna aktivnost negativno korelirala z biodostopnostjo PSK (posebej dolocenih v
DTPA ekstrakeiji), kar je skupaj z doloceno moc¢no korelacijo med DHA in pH ter tudi
CEC tal (Preglednica 15) dokazalo metabolicno obnovitev tal (Garau in sod., 2007; Lee in
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sod., 2009).

Bazalno in s substratom inducirano dihanje v tleh sta pogosto uporabljana testa za oceno
strupenosti PSK za talne organizme (Brookes, 1995). Nizka stopnja z glukozo
induciranega dihanja v kontrolnih onesnazenih tleh kaze na slabo funkcionalno stanje tal,
ki pa se lahko izboljsa z dodatkom aditivov (Slika 16). Upad dihanja je lahko posledica
zavirane mikrobne rasti zaradi slabih pogojev v onesnazenih tleh (Lee, 2002); porast
induciranega dihanja v tleh (do 5,2- kratnika) po dodatku aditivov je bilo v negativni
korelaciji s potencialno biodostopnostjo PSK ter je mocno koreliralo s pH in CEC
vrednostjo tal (Preglednica 15). V literaturi lahko najdemo razli¢ne rezultate, ki potrjujejo
spremenljivost v odzivu encimov na soodvisne talne parametre, na katere vpliva tako
onesnazenost tal (Zhang in sod., 2010), kakor tudi remediacija tal z razlicnimi aditivi
(Acosta- Martinez in Tabatabai, 2000; Garau in sod., 2007).

Preglednica 15: Korelacijski koeficient med kemijskimi (pH vrednost tal, kationska izmenjevalna kapaciteta
(CEC) in potencialna biodostopnost PSK, dolocena z ekstrakcijami s dietilentriaminpentaocetno kislino
(DTPA), etilendiamintetraocetno kislino (EDTA), NH4;OAc, CaCl, in sekvencno ekstrakcijo (vsota
vodotopne (I) in izmenljive (II) frakcije)) in mikrobioloSkimi (z glukozo inducirano dihanje (S.I.R.), kisle
fosfataze (Kisle PA), bazicne fosfataze (Bazicne PA), B- glukozidaze (B- Glu) in dehidrogenaze (DHA))
lastnostmi neremediranih tal in tal remediranih s 5 % (w/w) hidroksiapatita in 5 % (w/w) Slovakita.

Table 15: Correlation coefficients (r) between chemical (soil pH, soil cation exchange capacity (CEC) and
PTM bioaccessibility assessed by diethylenediamine pentaacetic acid (DTPA), ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA), ammonium acetate (NH4OAc), CaCl, and sequential (sum of water soluble and exchangeable
fractions) extractions) and microbial (soil glucose-induced respiration (S.I.R.), acid phosphatase (acid PA),
alkaline phosphatase (alkaline PA), B- glucosidase (B- Glu) and dehydrogenase (DHA) activity)
characteristics in non-amended soil and soils amended with 5 % (w/w) hydroxiapatite and Slovakite,
respectively.

S.IR. Kisle PA Bazi¢ne PA B- Glu DHA
pH 0,876 0,975 0,017 -0,923" 0,804"
CEC 0,937" 0,967 0,067 -0,883" 0,617
DTPA Pb -0,728" 0,65 0,05 0,733" -0,933"
Zn -0,795" 0,783" -0,017 0,833" -0,933"
cd 0,477 0,45 0,383 0,6 -0,767"
Cu -0,753" 0,700" LOQ 0,817 -0,95"
EDTA Pb -0,51 0,2 0,017 0,217 -0,1
Zn 0,268 -0,4 0,45 0,417 0,267
cd LOQ LOQ LOQ LOQ LOQ
Cu 0,418 -0,367 0,2 -0,25 0,683"
NH,OAc Pb -0,481 0,37 0,437 0,462 -0,504

se nadaljuje
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nadaljevanje
S.IR. Kisle PA Bazi¢ne PA B- Glu DHA
NH,OAc Zn -0,854" 0,617 -0,1 0,700" -0,683"
cd -0,527 0,4 0,45 0,417 -0,417
Cu 0,368 -0,617 0,067 -0,5 0,45
CaCl, Pb 0,5 1,000™ 0,5 -0, -0,5
Zn -0,854™ 0,917 LOQ 0,900 -0,900"
cd -0,754 0,771 0,829 0,886 -0,657
Cu 0,252 -0,259 0,293 -0,427 0,293
Sekvenéna Pb 0,923" -0,869" 0,454 -0,869" 0,699
Zn 0,375 0,247 0,166 0,366 -0,586
cd -0,869" 0,746 -0,539" 0,814™ -0,807"
Cu -0,776 0,699 -0,565" 0,776 -0,670"
p<0,01
p <0,05

5.1.2 Vpliv bioti¢nih faktorjev na uc¢inkovitost stabilizacije in kakovost tal

V nasi raziskavi smo dezevnikom izpostavili relativno majhne koli¢ine tal, zato je bil vpliv
njihove aktivnosti (izdelovanje rovov in proces prehranjevanja ter depozicije ¢revesne sluzi
in izlockov koznih zlez) maksimalen. Dezevniki lahko spremenijo fizikalne in kemijske
lastnosti tal z izdelavo rovov in predelovanjem tal (bioturbacijo) (Wen in sod., 2004;
Udovi¢ in Lestan, 2007; Udovi€ in sod., 2007). Prisotnost dezevnikov v vseh treh tleh (K,
AS in S5) je znacilno znizala pH vrednosti tal (maksimalno za faktor 1,2) (Preglednica 5).
Lazcano in sod. (2008) so dokazali, da do znizanja pH vrednosti lahko privede razgradnja
organske snovi v tleh, ki jo dezevniki s svojo aktivnostjo Se pospesijo. Takrat se sprostita
CO; in organske kisline, nastajati pa pricnejo fulvo in huminske kisline. Dezevniki
sCasoma povzrocijo povisanje pH vrednosti tal (Sizmur in sod., 2011d); to lahko pripiSemo
izloCanju kalcijevih spojin v okolje, ki izhajajo iz apnenih zlez (Ma in sod., 2002), ali pa
izlo¢anju alkalnega urina (Salmon, 2001). Razli¢ni vplivi dezevnikov na pH vrednost tal so
lahko posledica medvrstnih razlik pri proizvodnji glistin (Edwards, 2004). Ceprav je
dokazano, da pH vrednost tal primarno doloca del celokupne koncentracije PSK, ki se bo
raztopila v talni raztopini (Yu in sod., 2005), navedeni vplivi deZzevnikov na pH tal kazejo,
da zgolj spremembe v pH vrednosti niso edini mehanizem, ki vpliva na biodostopnost PSK
v tleh.

DezZevniki so vplivali tudi na zviSanje vsebnosti hranil (N in P) v tleh ter posledi¢no
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izboljsali oskrbo rastlin z njimi (Preglednica 7). Velike koli¢ine duSika lahko pridejo v tla
skozi biomaso dezevnikov, saj je vecji del dusika v tkivu dezevnika vezanega na proteine,
vsebnost proteinov v dezevnikih pa znasa 60-80 %. C:N razmerje se je po inkubaciji
dezevnikov zmanjSalo, najverjetneje zaradi porabe ogljika v procesu dihanja. PoviSanje
koncentracije dostopnega fosforja bi bilo lahko posledica povisanja fosfatazne aktivnosti,
encimov dezevnikov, ali pa mikrobne aktivnosti v tleh (Edwards in Bohlen, 1996).

DezZevniki vplivajo na biodostopnost PSK ter njihovo porazdeljenost med razlicnimi
talnimi frakcijami (Wen in sod., 2004; 2006; Udovi¢ in Lestan, 2007; Udovi¢ in sod.,
2007). Z raziskavami smo dokazali, da dezevniki nasplo$no vplivajo na zviSanje
biodostopnosti Pb in Zn v vseh treh tleh (K, A5, S5). Sekvenc¢na ekstrakcija je pokazala, da
je aktivnost obeh vrst dezevnikov vplivala na znacilno zvisanje Pb in Zn (do 63 % za Pb in
do 38 % za Zn) v izmenljivi frakciji (LeStan in sod., 2008), frakciji ki je najbolj mobilna in
dostopna rastlinam (Wen in sod., 2004) (Preglednica 9). Vodotopna koncentracija Zn se je
povisala le v kontrolnih tleh po inkubaciji dezevnikov. Ociten je bil tudi vpliv dezevnikov
na organsko frakcijo tal, pri cemer je v priblizno isti meri prislo do zviSanja koncentracije
Pb in Zn, vezanih na organsko snov (maksimalno za faktor 1,4). Kovine, vezane na
organsko snov, lahko s¢asoma postanejo biodostopne, kar so dokazali Cheng in Wong
(2002). Dezevniki lahko z meSanjem iztrebkov v tla pospesijo kompleksiranje kovin in
organske snovi ter na ta nacin povecajo dostopno koncentracijo kovin (Sizmur in sod.,
2011d). Pri Cu in Cd smo zabelezili izrazite razlike v izkoristku sekvencne ekstrakcije v
kontrolnih in remediranih tleh pred inkubacijo dezevnikov in po njej. Te so znizale
zanesljivost primerjanja in statisticnega vrednotenja pridobljenih rezultatov. Izkoristek smo
racunali iz vsote posameznih izkoristkov vsake stopnje sekvencne ekstrakcije glede na
celokupno koncentracijo kovin (dolo¢eno z zlatotopko), zaradi ¢esar je napaka v kon¢nem
izkoristku ustrezno narasla.

Z enostopenjskimi ekstrakcijami (DTPA, CaCl,) smo dolocili povecano biodostopnost Pb
in Zn po inkubaciji dezevnikov, kar sovpada z rezultati Cheng in Wong (2002), Ma in sod.
(2002) Zorn in sod. (2005), ter s tem potrdili rezultate sekvenéne ekstrakcije. V ekstrakeiji
z DTPA smo izmerili tudi vi$jo potencialno biodostopnost Cu po inkubaciji dezevnikov,
kar kazejo tudi rezultati Udovi¢ in LeStan (2010). Koncentracija Cd, ekstrahirana z
kelatnimi ligandi DTPA in EDTA, je bila nasplo$no vi§ja po inkubaciji dezevnikov;
ekstrakcija z NH4OAc je pokazala nasprotujoce si rezultate oz. upad koncentracije Cd po
inkubaciji dezevnikov, ekstrahirana koncentracija Cd s CaCl, pa je bila v glavnem pod
mejo zaznave (0,02 mg L™). Ker vsaka kemijska ekstrakcija poteka pod razli¢nimi
kemijskimi pogoji (pH raztopine, Cas trajanja ekstrakcije, vsebnost raztopin ipd.) je
rezultate teh ekstrakcij zelo tezko interpretirati (Sizmur in Hodson, 2009). Zakljucki na
podlagi le ene ekstrakcije nas lahko pripeljejo do zavajajocih interpretacij dolgorocnega
ucinka stabilizacije na biodostopnost PSK v tleh. Razlicne PSK imajo razli¢ne skodljive
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vplive na okolje, kar tudi otezuje oz. onemogoca izbiro le enega, idealnega ekstrakcijskega
testa za dolocanje njihovega vpliva na okolje in zdravje ljudi. Rezultati v Preglednicah 5-
13 jasno kazejo, da je pomembno uposStevati razlike med posameznimi vrstami
dezevnikov, uporabljenih za oceno njihovega vpliva na fizikalne in kemijske lastnosti tal.
Udovi¢ in sod. (2007) so pri raziskovanju vpliva dezevnika na PSK v tleh, ki so bila v
postopku spiranja, dokazali, da imajo dezevniki iz razli¢nih ekoloskih skupin oz. razli¢ne
vrste dezevnika iz iste ekoloske skupine (Udovi¢ in LesStan, 2007) razli¢ne vplive na
biodostopnost ter porazdeljenost PSK v tleh. Za ¢im boljSe razumevanje dolgorocnega
ucinka stabilizacije oz. vpliva dezevnikov kot bioti¢nega faktorja na usodo PSK v
dolocenih stabiliziranih tleh je zazeljeno uporabljati tiste vrste dezevnikov, ki so tam
naravno res prisotne ali so uporabljene pri ozivitvi tega obmocja (Butt, 1999).

Dezevniki s svojo aktivnostjo (prehranjevanje, izdelovanje rovov, izlocanje iztrebkov) ter s
pogoji v svojem crevesju vplivajo na mikrobno populacijo (Sizmur in Hodson, 2009).
Posamezne vrste dezevnikov se medsebojno razlikujejo po svojih fizioloskih lastnostih
(Edwards, 2004), sposobnostjo za izdelavo rovov in posledi¢no po svojem vplivu na
kemijske, bioloske ter fizikalne lastnosti tal, zaradi ¢esar smo pri¢akovali razlicne vplive
vrst L. rferrestris in D. veneta na encimske aktivnosti v tleh (Slike 12-16). Vrsta 2. venera
je imela znaten vpliv na bioloSko aktivnost v tleh (aktivnost dehidrogenaz in J3-
glukozidaz), medtem ko je imela vrsta Z. Zerress7is nacelno inhibitorni ali nevtralni vpliv.
Ceprav je vrsta Z. zerrestris znaéilno zvisala stopnjo dihanja v tleh neodvisno od tipa tal, je
vrsta 0. veneta povisala dihanje v neremediranih tleh in ga inhibirala v tleh, remediranih s
Slovakitom. Do povefanja mikrobnega dihanja v tleh lahko prihaja zaradi sproScanja
dostopne kemijske oblike ogljika s strani dezevnikov; ta vpliv je odvisen od vrste
dezevnikov in od fizikalno-kemijskih lastnosti tal (McLean in sod., 2006). McLean in sod.
(2006) so dokazali tudi, da se mikrobne skupine v tleh s¢asoma lahko prilagodijo na
prisotne dezevnike tako, da se prerazporedijo v manjse, a bolj aktivne skupine. V nasi
raziskavi je razliCen vpliv dveh vrst dezevnikov oc€iten pri njihovem vplivu na
dehidrogenazno aktivnost - vrsta Z. zerrestris ni vplivala na aktivnost dehidrogenaz,
medtem ko je vrsta D. venera statisti¢no (p < 0,01) znacilno zvisala njihovo aktivnost v
remediranih tleh. To je lahko posledica fizioloskih razlik med dvema vrstama dezevnikov,
saj so mikroorganizmi v tleh izpostavljeni specifiénim pogojem crevesja dezevnikov, ki
lahko spremenijo mikrobno skupnost v tleh (Drake in Horn, 2007).

Dezevniki so izboljSali biolosko aktivnost v remediranih tleh in na ta nacin prispevali k
rehabilitaciji tal ter obnovi talnih funkcij. Po drugi strani kompleksne interakcije med
razlicnimi kemijskimi oblikami PSK v tleh in bioloskimi sistemi $e vedno niso popolnoma
razumljene. Interpretacija rezultatov podobnih raziskav bi morala tako v prihodnje imeti
bolj indikativno in ne toliko absolutno vlogo pri obravnavanju dolgoro¢nih ucinkov
remediacije tal z metodo stabilizacije na kakovost tal.
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5.1.3 Moznosti izboljSanja postopka stabilizacije tal s dodajanjem NazEDDS in hranil
(melase) tlem

S postopkom stabilizacije tal celokupne koncentracije PSK ne spremenimo, temvec
izboljSamo status tal z zmanjSanjem mobilne in biodostopne ter potencialno nevarne
koncentracije PSK v tleh.

Tri natrijeva sol [S,S]-EDDS (Na;EDDS) je povzroc¢ila mobilizacijo PSK v Mx tleh
(celokupna koncentracija Pb 787+3 mg kg™') na podlagi kompleksiranja kovin; sprali smo
15,1+0,8 % Pb in 14,0+0,5 % Cd pri uporabi 5 mM kg'1 Na;EDDS ter 31,6+1,2 % Pb in
22,5403 % Cd s 10 mM kg' Na;EDDS. Ze pri uporabi 15 mM kg' Na;EDDS
mobilizacija ni bila ve¢ tako ucinkovita (36,9+1,3 % spranega Pb in 23,8+1,1% Cd),
predvsem &e upostevamo ceno - 1 tona Na;EDDS, kot produkt Enviomet™ C140
(Innospec, Velika Britanija) stane kar 9680 €. Finzgar in sod. (2004) so ugotovili, da se od
24,7+2.4 % spranega Pb iz onesnazenih tal po dodatku 10 mM kg™ [S,S]-EDDS v itirih
ciklih najve¢ Pb spere v prvem ciklu (14,5£2,7 %), in sicer iz organske frakcije.
Imobilizacija Pb je bila ucCinkovita in se je zviSevala s poveCanjem koncentracije
uporabljenih aditivov. Dodatek 5 % (w/w) hidroksiapatita je bil najucinkovitej$i v
kombinaciji z 10 mM kg Na;EDDS, saj je bila koncentracija Pb dologena v ekstrakciji s
NH4OAc (Slika 10) 1,5- krat nizja od koncentracije Pb, dolo¢ene v kontrolnih tleh brez
aditivov (Slika 11- I talno obravnavanje); Slovakit je pri isti koncentraciji ter dodatku 10
mM kg Na;EDDS celo zvisal vsebnost Pb - po ekstrakciji z NH4OAc kar za 1,6- krat v
primerjavi s kontrolo (Sliki 10 in 11). V primeru dodatka 5 % (w/w) Slovakita brez
Na;EDDS je bila imobilizacija u€inkovitejsa; CaSx se je kljub pri¢akovanjem izkazal kot
neucinkovit pri stabilizaciji s PSK onesnazenimi tlemi - 5 % (w/w) aditiva v kombinaciji z
vodo je povzrocil dvig koncentracije Pb - po ekstrakciji z NH4OAc za kar 5- krat v
primerjavi s kontrolo. Dodatek 10 mM kg™ Na;EDDS pa je dodatno zvisal izmenljivi Pb,
ki je bil kar 17,8- krat visji kot v kontroli (Sliki 10 in 11). Na podlagi omenjenih rezultatov
ter rezultatov iz prej$njih raziskav (Tica in sod., 2011; 2013) smo poskus nadaljevali z
dodatkom 5 % (w/w) hidroksiapatita, ki je zaradi svoje slabe topnosti (Ksp 1 x 107'%) v
prednosti pred topnimi fosfatnimi aditivi, je prijazen do okolja in ne predstavlja tveganja za
onesnazenje podtalnice (spiranje P in PSK) ali povrSinske vode (eutrofikacija) ter lahko
sprosti ve¢ fitodostopnega fosforja v tleh, s ¢imer izboljsa status hranil v njih (Chen in
sod., 2003; Mignardi in sod., 2012).

Ucinkovitost dodajanja melase na stabilizirana tla na razgradnjo NazEDDS ter vpliv na
kon¢ni ucinek stabilizacije tal smo preverjali z ekstrakcijskimi testi za dolocanje
mobilnosti in potencialne biodostopnosti kovin (DTPA) ter fitodostopnosti kovin
(NH4OAc), pa tudi s testom UBM za dolocanje oralne biodostopnosti PSK v tleh. Tla, ki
smo jih uporabljali v raziskavi, so vsebovala razlicne zacetne koncentracije Pb, Zn in Cd;
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Mz so bila glede na vsebnost treh kovin najbolj onesnazena, sledila so My in na koncu Mx
tla (Preglednica 8).

Obe ekstrakciji sta pokazali, da mobilnost oz. fitodostopnost kovin pada v zaporedju Cd >
Pb > Zn (amonoacetatna ekstrakcija, koncentracija Pb =~ Zn). Znano je, da Cd zlahka
vstopa v prehranjevalno verigo in se hitro prenasa skozi njo. V rastlinah pogosto doseze
koncentracije, ki niso strupene za rastline, temve¢ nevarne za kon¢ne prijemnike - ljudi in
zivali (McLaughlin in sod., 2000; Bolan in sod., 2003). Dodatek hidroksiapatita je
naceloma znizal koncentracije vseh treh PSK, dolo¢eno z ekstrakcijami z DTPA in
NH4OAc (Sliki 8 in 11). Statisti¢no znacilnih razlik nismo zabelezili (p < 0,01) pri Pb-
DTPA ter Zn- NH4OAc. Tla so bila nevtralna in so po dodatku melase s pH vrednostjo
7,45 (IIL. in IV. obravnavanje) dosegla pH v mejah zmerno alkalnih tal (Preglednica 5).
Dodatek Na;EDDS je skupaj z melaso vplival na mobilizacijo in spro$¢anje vec
biodostopnih PSK v vseh treh analiziranih tleh (Sliki 8 in 11), najverjetneje zaradi hitre
razgradnje kompleksov kovine in EDDS-a. Najbolj ociten je bil vpliv na koncentracijo Zn,
Se posebej po ekstrakciji z amonoacetatom, ko se je po dodatku melase (III. obravnavanje)
koncentracija Zn v primerjavi s kontrolnimi tlemi (I. obravn.) zvisala 13- krat v Mx in My
oz. 5,7- krat v Mz. Zn velja za kovino, ki je v tleh prisotna v ionski (prosti ali
kompleksirani) obliki talne raztopine in se zlahka mobilizira oz. prestavi v bolj topne
oblike (Kabata- Pendias, 2001). Uc¢inek stabilizacije po dodatku 5 % (w/w) hidroksiapatita,
10 mM kg™ Na;EDDS in 5 % melase (po 24 h od dodatka aditivov) ni statisti¢no zna¢ilno
(p <0,01) vplival na znizanje koncentracije kovin v primerjavi s tlemi, ki smo jim dodali le
5 % hidroksiapatita. Koncentracije PSK so bile priblizno enake, ali celo vi§je v tleh po IV
obravnavanju, dolo¢eno z obema omenjenima kemijskima ekstrakcijama (Sliki 8 in 11).

Pri ocenjevanju nevarnosti PSK v tleh za zdravje ljudi je potrebno dolociti oralno
biodostopno koncentracijo PSK in z njo oceniti uspesnost remediacije (Roussel in sod.,
2010). V zelod¢ni fazi smo dobili zelo visoke vrednosti biodostopnosti kovin (v kontrolnih
tleh oz. v 1. obravnavanju tal je bila biodostopnost Pb za Mx 82,5+1,5 %, za My 79,9+1,5
% in Mz 97,5+£3,5 % glede na celokupnu koncentraciju Pb), ki se niso statisticno znacilno
razlikovale med seboj v razli¢nih talnih obravnavanjih (I-IV); to je veljalo tudi za Cd in Zn
(Preglednica 14). To lahko pripiSemo mobilizaciji PSK, ki se Ze zac¢ne v ustih in zelo
nizkemu pH v zelod¢ni frakciji (od 1,2 do 1,5) (Roussel in sod., 2010). V ¢revesni frakciji
smo izmerili precej nizje koncentracije PSK kot v Zelod¢ni (Slika 17), najverjetneje zaradi
ponovne adsorpcije PSK na talne delce, kompleksiranja s pepsinom ali kemijsko
precipitacijo zaradi visoke pH vrednosti (6,3+0,5) v ¢revesju (Ellickson in sod., 2001).
Izmerjene koncentracije PSK v ¢revesni frakciji so potencialno dostopne za absorpcijo v
crevesju, od koder lahko posledicno prispejo v krvni obtok. Medsebojno so se
koncentracije razlikovale pri razli¢nih talnih obravnavanjih; oralna biodostopnost (%
celokupne koncentracije kovin) za Pb, Cd in Zn v kontrolnih tleh je sledila naslednjemu
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zaporedju Cd > Pb > Zn, kar so dolocili tudi Pelfréne in sod. (2010). Z UBM testom smo
potrdili u¢inkovitost stabilizacije tal tudi s staliS¢a oralne biodostopnosti kovin (po dodatku
hidroksiapatita je koncentracija biodostopnih kovin precej padla - koncentracija Pb se je v
My tleh znizala 4-, v Mz pa celo 14- krat) (Slika 17). To dejstvo je predvsem pomembno
pri Pb, saj je ta v tleh mocno vezan v talno matriko in po zauzitju onesnazenih tal
predstavlja najve¢jo nevarnost za zdravje ljudi (McLaughlin in sod., 2000). Dodatek
melase je povzroCil povecanje biodostopnih koncentracij PSK (v skladu z enostopenjskimi
ekstrakcijami), ki se v IV. talnem tretmaju, po dodatku aditiva skupaj in melase ter
NazEDDS niso statisti¢éno znacilno znizale (p < 0,01). To pa ni prispevalo k izboljSanju
kon¢nega ucinka remediacije (Slika 17).

Pelfréne in sod. (2010) in Roussel in sod. (2010) so v svojih raziskavah dolo¢ili pozitivno
linearno povezavo med oralno biodostopnimi in celokupnimi koncentracijami kovin, kar
lahko kaZe na to, da oralno biodostopna koncentracija kovin ponuja bolj realno informacijo
o nevarnosti PSK v tleh za zdravje ljudi kot celokupna koncentracija.
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5.2 SKLEPI

Z opravljenim raziskovalnim delom smo pozitivno odgovorili na prvo hipotezo, saj je bila
stabilizacija uspesna - biodostopnost PSK je ucinkovito znizana, kakovost tal nekoliko
izboljSana, kar skupaj z ugodno ceno stabilizacije tal (v primerjavi z ostalimi
remediacijskimi tehnikami) omogoca njeno uporabo na velikih povrSinah. Potrdili smo tudi
drugo hipotezo, saj je bil vpliv dezevnikov na potencialno biodostopnost PSK in
funkcionalnost tal ociten, medtem ko je bil odgovor na tretjo hipotezo negativen. Na
podlagi opravljenega raziskovalnega dela lahko povzamemo naslednje ugotovitve:

* stabilizacija tal s hidroksiapatitom in Slovakitom se je pokazala kot uspesna metoda
remediacije tal, saj je znizala potencialno biodostopnost PSK; Slovakit pa je bil pri
istih uporabljenih koncentracijah uspesnejsi;

* stabilizacija tal, onesnazenih s PSK, je izboljsala kakovost tal, saj so se funkcije tal
obnovile, kar smo ovrednostili s pomocjo meritev fizikalnih, kemijskih in predvsem
bioloskih indikatorjev kakovosti; dehidrogenaze in B - glukozidaze ter z glukozo
inducirano dihanje so se izkazali kot najobcutljivejsi parametri za spremembe pH,
CEC in potencialne biodostopnosti PSK ter posledi¢no kot primerni potencialni
indikatorji za zaznavanje pritiskov na okolje, zdravje in kakovost tal;

* rezultati sekvencne ekstrakcije (vodotopne in izmenljive frakcije) in ekstrakcije z
DTPA so najbolj korelirale z aktivnostjo mikroorganizmov oz. encimsko
aktivnostjo, hkrati pa so se te ekstrakcije pokazale kot primerne za oceno
ucinkovitosti stabilizacije PSK v onesnazenih zmerno kislih ilovnatih tleh;

* nevarnost s PSK onesnazenih tal za zdravje ljudi se je po dodatku stabilizanta
hidroksiapatita izrazito zmanjSala;

¢ dezevniki, ki delujejo na tla po remediaciji (biotski faktor), lahko bistveno vplivajo
na dolgoro¢no ucinkovitost remediacije; zvisajo lahko dostopnost in mobilnost
PSK in s tem zmanjSajo kon¢ni ucinek remediacije;

¢ dezevniki imajo lahko pozitiven vpliv na biolosko aktivnost v remediranih tleh oz.
lahko spodbujajo rehabilitacijo in funkcionalnost tal po remediaciji; razli¢ne vrste
dezevnikov so razli¢no vplivale na mikrobno in encimsko aktivnost v tleh;

* kompleksne interakcije med razlicnimi kemijskimi oblikami PSK v tleh in
bioloskimi sistemi Se vedno niso popolnoma razjasnjene; interpretacija rezultatov
podobnih raziskav bi tako v prihodnje morala imeti prej indikativno kot absolutno
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vlogo pri obravnavanju dolgoro¢nih u¢inkov remediacije tal;

* ucinkovitost stabilizacije tal, onesnazenih s PSK, se po dodatku hidroksiapatita
skupaj z Na;EDDS in melaso ni izboljsala - ucinek je bil ali isti kot pri dodajanju
hidroksiapatita ali celo manjsi.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Antropogeno onesnazevanje tal s potencialno strupenimi kovinami (PSK) sicer traja ze
tisoCletja, a se je v zadnjih petdesetih letih zaradi skokovitega tehnoloSkega napredka Se
okrepilo in postalo zaskrbljujoce zaradi vplivov, ki jih PSK v vi§jih koncentracijah
predstavljajo tako za okolje kot tudi ¢lovekovo zdravje. Onesnazevanje tal je sicer le ena
izmed oblik degradacije tal; to je pocCasen proces, ki pogosto nima trenutnih dramati¢nih
posledic, povzroca pa kroni¢ne, dolgotrajne vplive na okolje, saj se kovine v tleh ne
razgradijo temveC v njih vztrajajo desetletja, stoletja ali celo tisoCletja. Posledice, ki jih
povzrocajo PSK na ekosisteme in zdravje ljudi, so v veliki meri odvisne od kemijske
oblike kovin; kovine so namre¢ redko v celoti biodostopne. Tla, onesnazena s PSK, ki so v
neposrednem stiku z ljudmi in lahko tako bistveno vplivajo na njihovo zdravje, je potrebno
nujno remedirati - mobilizirane, Skodljive oblike PSK je potrebno prevesti v nemobilne
oblike, ali pa PSK popolnoma odstraniti iz tal.

Stabilizacija tal je obetavna metoda remediacije, ki temelji na dodajanju aditivov
(stabilizantov) v onesnaZena tla, s cemer se mobilnost in biodostopnost PSK skozi procese
obarjanja, sorpcije, ionske izmenjave ali kompleksiranja kovin brez spreminjanja njihove
celokupne koncentracije zmanjSa. Prednosti stabilizacije v primerjavi z drugimi
remediacijskimi tehnikami so njena enostavnost, moznost izvedbe na kraju onesnazenja (77
sir), velika uéinkovitost in nizki ekonomski stroski (40-65 $/m?).

Pri nasem raziskovalnem delu smo preucevali ucinkovitost stabilizacije tal preko
zmanjSanja biodostopnosti kovin in vplivov na funkcionalno obnovitev tal. Poleg
fizikalno-kemijskih parametrov smo spremljali tudi vpliv PSK na mikrobioloske ter
encimske aktivnosti, ki predstavljajo zelo obcutljive bioloske indikatorje tal in jih lahko
kot take uporabljamo za oceno funkcionalne degradacije tal zaradi onesnazenosti s PSK ter
obnavljanja funkcij tal in izboljSanje talne kakovosti med procesi remediacije tal.
Stabilizacija tal s hidroksiapatitom in Slovakitom se je pokazala kot uspesna metoda
remediacije, saj je znizala potencialno biodostopnost PSK, kar smo dokazali z razli¢nimi
ekstrakcijskimi testi (DTPA, EDTA, CaCl,, NHsOAc, UBM) ter s Studijo porazdeljenosti
kovin po razli¢nih talnih frakcijah (modificirana Tessierjeva sekvencna ekstrakcijska
shema). Slovakit se je pri koncentraciji 5 % (w/w) izkazal kot u¢inkovitejsi izmed obeh
aditivov. Funckionalnost tal se je po stabilizaciji izboljsala; B- glukozidaze, dehidrogenaze
in z glukozo inducirano dihanje so se pokazali kot najobcutljivejsi parametri za spremembe
pH, CEC in potencialne biodostopnosti PSK ter posledicno kot primerni indikatorji za
zaznavanje pritiskov na okolje, zdravje in kakovost tal.
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Po remediaciji tla izpostavimo delovanju razlicnih okoljskih dejavnikov (biotskih in
abiotskih), ki lahko vplivajo na biodostopnost in mobilnost PSK ter tako zmanjs$ajo kon¢ni
ucinek remediacije. V nasi raziskavi so dezevniki (biotski faktor) bistveno vplivali na
dolgoro¢no ucinkovitost remediacije, saj so zvisali dostopnost in mobilnost PSK in s tem
zmanj$ali kon¢ni u¢inek remediacije. Socasno so vplivali na izboljSanje funkcionalnosti tal
in spodbudili rehabilitacijske procese. Vpliv dezevnikov na procese v tleh po remediaciji z
metodo stabilizacije je tezko posploSevati; pri tovrstnih raziskavah je priporocljivo izvesti
nabor razli¢nih kemijskih ekstrakcij ter uporabiti vrste dezevnikov, ki so na onesnazenem
obmocju naravno prisotne.

Metodo stabilizacije smo poskusali izboljsati z dodajanjem Naz;EDDS in melase v tla,
stabilizirana s hidroksiapatitom. Konéni u¢inek slednjega je bil isti ali celo manjsi kot pri
dodajanju hidroksiapatita brez kelatnega liganda.

Po naSem mnenju bi bilo zazeleno veljavno zakonodajo RS, ki temelji na dolocanju zgolj
celokupnih koncentracij PSK v tleh, dopolniti, saj so PSK v tleh redko v celoti tudi
biodostopne. Stabilizacija tal, onesnazenih s PSK, hidroksiapatitom in Slovakitom, se je
pokazala kot primerna remediacijska tehnika za zmanjSanje biodostopnosti kovin v
onesnazenih tleh, vendar bi bilo nadaljne preucevanje postremediacijskih procesov zaradi
celovitejSe in realnejSe ocene uc¢inkovitosti remediacije nujno.
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6.2 SUMMARY

Contamination of soil environment with potentially toxic metals (PTMs) through
antropogenic activities has been occurring for centuries but its extent has increased
markedly in the last fifty years due to technological developments. Widespread concern
has arisen over the adverse effects they might have on human and environmental health.
Soil contamination is only one aspect of soil degradation; this process is slow, often
without current dramatic consequences. Metals don’t undergo microbial or chemical
degradation, but persist in soils for a long time, leading to chronic effects in the
environment. However, their effect depends on the PTM chemical forms in soil; metals are
rarely completely bioavailable i.e. available for absorption into living organisms. These
soils, contaminated with PTMs, need urgent remediation i.e. PTMs in the soil need to be
transformed into harmless forms or removed.

Stabilization is considered to be a promising soil remediation technique in terms of
decreasing PTMs mobility and bioaccessibility by adding various amendments to
contaminated soil. Stabilization of metals is based on the reduction of metal mobility and
accessibility, either by precipitation, increased sorption, ionic exchange or PTMs
complexation, without changing their total concentrations in soil. Adventages of soil
stabilization over other remediation techniques are simplicity, 7z sz application, high
effectivity and low costs (40-65 $/m’).

In our study we investigated effectiveness of soil stabilization according to reduced
bioaccessibility of PTMs and their impact on soil functional recovery. Beside physico-
chemical parameters we also considered effect of PTMs on microbial and enzymatic
activity, because these biological indicators are more sensitive and can be used, together
with physical and chemical characteristics, for monitoring soil functional degradation due
to PTM contamination and soil functional recovery/restoration after a remediation
intervention. Soil stabilization with hydroxyapatite and Slovakite amendments was
successful in lowering the potential bioaccessibility of PTMs, what we determined by
different extraction tests (DTPA, EDTA, CaCl,, NH4OAc, UBM) as well as by modified
Tessier’s sequential extraction procedure, for determining metla fractionation in soils.
Slovakite was more effective at the concentration of 5 % w/w. After stabilization of soil we
improved soil functionality as well. B- glucosidase and dehydrogenase activity together
with glucose-induced respiration were the most sensitive enzymes to pH, CEC and PTMs
potential bioaccessibility changes in the soil, demonstrating their potential as indicators of
soil stress, health and quality.

After remediation soils are exposed to various environmental factor (biotic and abiotic),
which can eventually influence stabilized PTMs and change their mobility and
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bioaccessibility, thus affecting the efficiency of soil remediation in time. In our studi
earthworms (biotic factor) has significantly influenced the efficiency of soil stabilization-
they increased PTMs bioaccessibility and mobility indicating that stabilization effect may
decrease over time. At the same time they have improved soil functionality and poromoted
processes of soil rehabilitation. The earthworms’s effects on remediated soils by
stabilization method are difficult to generalize; in similar studies it will be preferred to
choose earthworm species and extraction tests regarding to the characteristics of
contaminated site.

We have tried to improve soil stabilization by adding Na;EDDS and molasses to already
stabilized soils with hydroxyapatite. Final effect wasn’t better than effect of stabilization
with hydroxyapatite without NasEDDS; in the best case it was similar to it.

In our opinion, it will be usefull to improve currently valid Slovenian legislation for soil
and soil protection, because it is based on total PTMs concentration and rarely are metals
in soil completely bioaccessible. Soil stabilization with hydroxyapatite and Slovakite was
effective and suitable for soil remediation, because it affected PTMs bioaccessibility in
soils by reducing it. Monitorng of postremediation processe should be more investigated in
futire, because of more complete and more realistic assessment of remediation efficacy.
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