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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Pripremiti vodene otopine teSkog metala (Pb(NOs);, CuSO45H,0,
Ni(NO3),-6H,0).

Zalijevati vlasac (Allium schoenoprasum L.) vodenim otopinama teSkog
metala u vremenskom periodu od mjesec dana.

Svakih deset dana uzeti uzorak vlasca te ostaviti na sobnoj temperaturi da se
osusi.

Provesti analizu teskih metala u osuSenim uzorcima vlasca te odrediti

koncentraciju odabranih teskih metala.



SAZETAK

U ovom diplomskom radu odredene su koncentracije odabranih teSkih metala (olova,
nikla i bakra) analizom otopina vlasca (Allium schoenoprasum L.) spektrometrijom
masa s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS). Uocava se da je kod svake
biljke koja je tretirana odgovaraju¢om vodenom otopinom teskog metala izmjerena
najvisSa koncentracija tog metala u dvadesetom danu tretiranja nakon kojeg
koncentracije pocinju opadati. Vlasac tretiran vodenim otopinama olova i nikla pocinje
pokazivati znakove stresa tek nakon dvadesetog dana tretiranja odabranim otopinama,
dok vlasac tretiran vodenom otopinom bakra pokazuje znakove stresa tijekom cijelog
perioda tretiranja. Izmjerene koncentracije odabranih teskih metala upuéuju na
zakljucak kako je biljka vlasac hipertolerantna biljka s obzirom na usvajanje nikla, a
moguce i na usvajanje bakra, dok izmjerene koncentracije za olovo govore kako bi se
vlasac mogao razmatrati kao potencijalni hiperakumulator olova jer je u svim uzorcima

koji su tretirani s vodenom otopinom olovljevog(Il) nitrata njegova koncentracija visa
od 1000 pg g™.

Kljuéne rijeci: hiperakumulacija, Allium schoenoprasum L., vlasac, nikal, bakar, olovo



SUMMARY

In this diploma thesis, concentrations of selected heavy metals (lead, nickel and copper)
were determined by analyzing the chives solutions (Allium schoenoprasum L.) by
inductively coupled plasma mass spectrometry (HR ICP-MS). It is evident that at each
plant treated with appropriate heavy metal aqueous solution, the highest concentration
of selected metal was measured in the twentieth day of treatment, after which the
concentrations began to decrease. The chives treated with aqueous solutions of lead and
nickel begins to show signs of stress only after twenty days of treatment with the
selected solutions, while the treatment with copper solution showed signs of stress
throughout the treatment. Measured concentrations of selected heavy metals suggest
that the chives plant is a hypertolerant plant towards nickel and possibly copper. The
measured lead concentrations indicate that the chives could be considered as a potential
hyperaccumulator of lead because in all the samples treated with water solution of lead

(1) nitrate, its concentration was higher than 1000 pg g™.

Keywords: hyperaccumulation, Allium schoenoprasum L., chives, nickel, copper, lead
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Hiperakumulatori teskih metala su posljednjih godina privukli veliku pozornost zbog
mogucéeg koriStenja tih biljki za fitoremedijaciju tla onecis¢enog teskim metalima.
Medutim, vecina hiperakumulatorskih biljki je male biomase i nisu pogodne za "osStar"

okolis.

Teski metali su sve prisutniji u okoliSu te su glavna skupina anorganskih zagadivaca. U
teSke metale se ubraja niz metala 1 metaloida koji mogu biti toksic¢ni za biljke, Zivotinje
1 Covjeka. Neki teSki metali pogoduju biljci za normalan rast i razvoj (Co, Cu, Fe, Mn,
Mo, Zn) dok fizioloska funkcija nekih nije poznata (Hg, Pb, Cd, As). lako su metali, na
razne nacine, prirodno prisutni u Zemljinoj kori i mnogi od njih su potrebni za normalan

rad 1 razvoj stanica zivih organizama, svi metali su toksi¢ni pri vi§im koncentracijama.

Cilj ovog rada bio je odrediti koncentraciju odabranih teskih metala u vlascu. Vlasac
(Allium schoenoprasum L.) je viSegodiSnja otporna lukoviCasta trajnica, ukrasna i
zatinska biljka te je najmanja vrsta iz obitelji luka, Alliaceae, gdje jo$ pripadaju
¢esnjak, crveni luk i poriluk. Porijeklom je iz Azije, Europe i Sjeverne Amerike. Bogat
je vitaminima C, A i K te vitaminom Bg, a od minerala Zeljezom, fosforom, kalcijem,

kalijem i magnezijem. Koristi se kao za¢in brojnim jelima u svjezem ili susenom obliku.



1.  OPCIDIO



1.1. TESKI METALI U OKOLISU

Teski metali su svi metali ¢ija je atomska masa iznad 20 g mol™ i specificna tezina veca
od 5 g cm™. Bioloski se teski metali odnose na metale i metaloide koji mogu biti
toksi¢ni za biljke 1 zivotinje, ¢ak i pri niskim koncentracijama. Pojam "tesSki metali"
koristi se i za potencijalno fitotoksi¢ne elemente. Teski metali poput arsena, kadmija,
olova, selenija ili Zive nisu esencijalni jer ne obavljaju poznate fizioloSke funkcije u
biljkama. Metali poput zeljeza, bakra, kobalta, mangana, cinka ili nikla su vazni
elementi za normalan rast i metabolizam biljaka.

Teski metali su sve prisutniji u okoliSu te su glavna skupina anorganskih zagadivaca.
Onecis¢enje tla metalima znacajno se razlikuje od oneciS¢enja zraka ili vode jer se
metali u tlu zadrzavaju znatno duZe nego u ostalim dijelovima biosfere. Prema
istrazivanju Singha i suradnika? u nekoliko posljednjih desetljeéa godisnje se Sirom
svijeta oslobada oko 22 000 tona kadmija, 939 000 tona bakra, 783 000 tona olova te
1 350 000 tona cinka. Teski metali u okoliSu ¢esto su mutageni i kancerogeni.3

Prijetnja teskih metala Covjekovom 1 zivotinjskom zdravlju proizlazi iz njihove
sposobnosti dugog zadrzavanja u okoliSu. Primjerice, olovo (Pb) ima sposobnost
zadrzavanja 150-5000 godina u tlu, a kadmij (Cd) do 18 godina. Velika prijetnja metala
takoder proizlazi iz toga §to se mogu unijeti u ljudsko i Zivotinjsko tijelo putem hrane
$to nadalje moze izazvati promjenu DNK i karcinome.?

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization,
WHO)4 trovanje olovom kod djece uzrokuje neuroloSka oSteCenja koja uzrokuju
smanjenje inteligencije, gubitak kratkotrajne memorije, probleme u ucenju i
koordinaciji pokreta. Kadmij se akumulira u bubrezima, Ziva o$teCuje ziv€ani sustav i
miSice te uzrokuje djelomican gubitak vida.®

Najces¢i izvor kontaminacije tla teSkim metalima su metalopreradivacka, metalurska 1
elektronicka industrija, postrojenja za tretman otpadnih voda, rudarenje, odlagaliste
otpada te drugi izvori kao $to je prikazano u tablici 1.1. Takoder, zagadenje teskim

metalima moZe potjecati i od cestovnog prometa.®



Tablica 1.1. Prikaz grana industrija koje emitiraju teike metale®

Industrijska
grana
Papirna
_ N - + + + + + - -
industrija
Petrokemija + + - + + - + +
Proizvodnja
+ + - + + - + +
klora
Industrija
N + + + + + + - +
gnojiva
Zeljezare i
+ + + + + + + +

celicane

1.1.1. PRISUTNOST TESKIH METALA U TLU

Iako su metali, na razne nacine, prirodno prisutni u Zemljinoj kori 1 mnogi od njih su
potrebni za normalan rad i razvoj stanica Zivih organizama, svi metali su toksi¢ni pri
visim koncentracijama. Toc¢nije, bilo koji metal ili metaloid se moze smatrati
onecis¢ivacem ako se detektira tamo gdje nije potreban ili u koncentraciji koja se smatra
Stetnom za okoli§ 1/ili Covjeka. Koncentracija metala u tlu se moze kretati od
koncentracije koja je niza od 1 mg kg™ do koncentracije od 100 000 mg kg™. Neovisno
0 podrijetlu metala u tlu, prekomjerna koncentracija metala moze uzrokovati smanjenje
kvalitete tla, smanjenje prinosa usjeva, losu kvalitetu poljoprivrednih proizvoda, itd. To
ukljucuje metale i metaloide, kao Sto su: arsen (As), kadmij (Cd), krom (Cr), bakar
(Cu), olovo (Pb), ziva (Hg), nikal (Ni), srebro (Ag), cink (Zn) te selenij (Se), dok su
rjede zastupljeni aluminij (Al), kobalt (Co), mangan (Mn) i uranij (U).°

1.1.2. PRISUTNOST TESKIH METALA U BILJKAMA

Olovo sprjecava rast 1 funkcioniranje metabolizma biljke. Olovo u biljkama smanjuje

sadrzaj pigmenta i intenzitet fotosinteze, smanjuje koli¢inu zeljeza, mangana, bakra i



cinka u izdanku biljke. Korijen biljke ima veliku sposobnost akumulacije olova i na taj
nacin se §titi nadzemni dio. U ve¢im koncentracijama olovo sprjecava rast i izduzivanje
korijena i lis¢a, kao i proces fotosinteze.’

Nikal je u malim koncentracijama neophodan za normalan razvoj biljke. Medutim, u
povisenim koncentracijama smanjuje rast biljke, dovodi do trovanja lis¢a, smanjuje
sadrzaj vode u tkivu 1 slicno. FizioloSka uloga mu je da pomogne biljci prilikom
apsorpcije Zeljeza. Osim toga, jako je vazan za aktivnost enzima ureaze, a ima ucinak i
na klijanje sjemena.?

Biljke uzimaju bakar u obliku Cu®* iona te u prosjeku sadrze 2-20 mg kg™ bakra u suhoj
tvari. Bakar je biljkama slabo dostupan jer zajedno s organskim kiselinama gradi
stabilne komplekse u tlu. Toksiéni efekt bakra javlja se kad je njegov ukupan sadrzaj u
tlu 20-40 mg kg™ i kada se pH tla kreée oko 5,5. Povecana kiselost tla dovodi do
povecanog sadrzaja bakra. Osnovni znakovi da biljci nedostaje bakar su: susenje i
savijanje listova, odumiranje listova i smanjenje razvoja biljke.?

Mala koncentracija cinka u tlu uzrokuje njegovu slabu pokretljivost kroz biljku. U
slu¢aju visoke koncentracije cinka u tlu ve¢inom se talozi u korijenu biljaka. Po svojoj
prirodi, izaziva manji stupanj toksi¢nosti od bakra. Cink je jako vazan za razvoj biljke, a
njegov nedostatak moZe uzrokovati promjene u anatomskoj i morfoloskoj gradi biljke.?
Mangan ima jako vaznu fiziolosku ulogu. Ulazi u sastav mnogih enzima, a neophodan
je i u procesu fotosinteze. Potreban je svim biljnim vrstama u odredenim koli¢inama.
On djeluje stimuliraju¢e prilikom apsorpcije kisika, fosfora i kalija te sudjeluje u
prijenosu i akumulaciji $eéera u biljkama.’

Biljke uzimaju Zeljezo u obliku Fe?* i Fe** iona. Apsorpcija Zeljeza iz tla je povezana s
redukcijom. Ukoliko nedostaje Zeljeza u tlu, biljka iz korijena izlucuje fenole i
reduciraju¢e agense. Fizioloska uloga zeljeza oCituje se u sintezi klorofila, redukciji
nitrita i sulfata, prijenosu elektrona i sli¢no.?

Kadmij se lako moZe prenijeti kroz biljku putem korijena 1 brzo se translocirati u liSce te
zbog toga pokazuje efekte toksi¢nosti i pri niskim koncentracijama. Sprjecava klijanje
sjemena, reducira rast, naruSava fotosintezu, otezava prijenos dusSika, fosfora, kalija,
magnezija, Kkalcija, cinka, bakra i natrija. Kadmij koji biljka uzima uglavnom se
akumulira u korijenu dok je sadrzaj tog metala u lis¢u biljke priblizno isti. Vece

koncentracije kadmija oStecuju listove, sprjec¢avaju fotosintezu te Smanjuju unos vode.'?



1.2. HIPERAKUMULACIJA TESKIH METALA U BILJKAMA

Jedan od prvih zapisa o biljci koja sadrzi neuobicajeno visoke koncentracije metala se
moze pripisati Baumannu (1885.) koji je otkrio izuzetno visoke koncentracije cinka u
listovima Thlaspi calaminare Lej. & Courtois (Thlaspi caerulescens J. Presl & C.
Presl).™

Pojam hiperakumulacija su skovali Brooks i sur. (1977.) u istrazivanjima koncentracije
nikla u biljaka koje rastu na serpentinskim tlima. Od tada su Brooks i njegove kolege,
ukljucujuéi i druge znanstvenike, popisali veliki broj biljaka s visokom koncentracijom
metala u nadzemnim dijelovima biljaka te definirali kriti¢ne vrijednosti metala koje se
trebaju nalaziti u biljci kako bi se ona mogla kategorizirati kao hiperakumulator za tu
vrstu.'!

Pojam hiperakumulator se odnosi na biljke koje imaju sposobnost usvajati iznimno
visoke koli¢ine jednog ili vise teskih metala iz tla. Nadalje, teski metali se ne zadrzavaju
u korijenu nego se translociraju kroz biljku u organe iznad korijena, narocito lis¢a, u
koncentracijama 100-1000 puta visim od onih detektiranih u neakumulatorskim
biljkama.!

U pocetku se termin hiperakumulator koristio za biljke koje su mogle akumulirati vise
od 1 mg g™ nikla u korijenu. Grani¢ne vrijednosti su odredene kako bi se lakse odredila
hiperakumulacija svih ostalih teSkih metala, obzirom na njihovu specificnu
fitotoksi¢nost. Uzimajuci u obzir taj kriterij, hiperakumulatorske su one biljke koje,
rastuéi na izvornome tlu, koncentriraju vise od 10 mg g™ mangana ili cinka, vise od
1 mg g* arsena, kobalta, bakra, kroma, nikla, olova, antimona, selenija i vise od 0,1
mg g kadmija u nadzemnim organima, bez opasnosti od fitotoksi¢nosti. Najvise

taksona hiperakumulira nikal (vise od 75%), dok je mali broj hiperakumulatora

oy e

kod kojeg je zasada zabiljeZzena najvisa koncentracija u biljci, a koja je izmjerena u
Sebertia acuminata (Pierre ex Baill.), endemskom drvu koje raste na podrucju Nove
Kaledonije. Akumulira do 26% nikla u svom lateksu.

Oko 25% pronadenih hiperakumulatora pripada porodici Brassicaceae, odnosno
rodovima Thlaspi i Alyssum, od kojih je najvise nikal hiperakumuliraju¢ih vrsta.
Hiperakumulatori cinka su manje brojni i ukljucuju Arabidopsis halleri L. i vrste
Thlaspi, iz porodice Brassicaceae te Sedum alfredii H. iz porodice Crassulaceae.

Arabidopsis halleri L. i Sedum Alfredii H. zajedno s Thlaspi caerulescens J. Presl & C.



Presl i Thlaspi praecox Wulfen su cetiri otkrivene vrste koje uz cink hiperakumuliraju i

kadmij.!

1.2.1. MEHANIZAM HIPERAKUMULACIJE TESKIH METALA

Stupanj hiperakumulacije jednog ili vise teskih metala moze se znacajno razlikovati u
razli¢itim vrstama, ¢ak i populaciji i ekotipu iste vrste. Medutim, hiperkumulacija ovisi
0 tri osnovna obiljezja koja razlikuju hiperakumulatore od povezanih

nehiperakumulatorskih vrsta, a to su:*

e mnogo veca sposobnost Usvajanja teskih metala iz tla,
e Dbrzai ucinkovitija translokacija metala iz korijena u ostale dijelove biljke,
e mnogo veca sposobnost detoksifikacije i sekvestracije golemih koli¢ina teskih

metala u liS¢u.

Mehanizmi hiperakumulacije teskih metala su prikazani na slici 1.1. Lijevi dio biljke
predstavlja model biljke koja ne hiperakumulira teSke metale, dok je s desne strane

prikazan model hiperakumulatora.

Mehanizam hiperakumulacije teSkih metala se moze podijeliti na sljedece korake (slika
1.1.):*

e najprije se u korijenu biljke odvija vezanje teSkog metala na stani¢ne zidove i/ili
stani¢ne eksudate,

e usvajanje pomocu korijenja,

o kelatiranje u citosolu i/ili sekvestracija u vakuole,

e translokacija od korijena do stabljike.

Obojene tocke na slici ukazuju na biljne organe u kojima postoje razli¢iti mehanizmi

dok veli¢ine tocki ukazuju na nivo svakoga od njih.*



1) Vezivanje teskog metala na
stanicne zidove 1i/ili staniCne
eksudate

2) Usvajanje pomocu korijenja

3) Kelatiranje u citosolu i/ili
sekvestracija u vakuole

4) Translokacija do stabljike.

Hipertolerantni Hipertolerantni
nehiperakumulator  hiperakumulator

Slika 1.1. Mehanizam hiperakumulacije teskih metala®

Znacajan napredak u razumijevanju mehanizama koji reguliraju hiperakumulaciju
metala je napravljen u zadnjem desetlje¢u kroz usporedna fizioloSka, genomska i
proteomska proucavanja hiperakumulatora i srodnih nehiperakumulirajucih vrsta. Veliki
broj istrazivanja je proveden na Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl i Arabidopsis
halleri L., koji su postali model biljke za hiperakumulaciju. Vrlo zanimljivo svojstvo
otkriveno u ovim istrazivanjima lezi u Cinjenici da se vecina kljucnih koraka u
hiperakumulaciji ne oslanja na nove gene, ve¢ ovise o genima zajedni¢kim za

hiperakumulatore i nehiperakumulatore, koji su drugagije izrazeni.*



Raspodjela i
sekvestracija

Transport

kroz ksilem
Usvajanje
pomocu
korijena i
razdioba

Bioaktivacija
u rizosferi

Slika 1.2. Osnovna obiljeZja hiperakumulacije teskih metala®

Odlucujuca uloga u upravljanju usvajanja velike koli¢ine teskih metala, translokaciji u
nadzemne dijelove i sekvestraciji u vakuole ili stani¢ne zidove hiperakumulatora se
pripisuje overekspresiji gena koji kodiraju transmembranske prijenosnike. Za razliku od
nehiperakumuliraju¢ih biljaka koje u stanicama korijena zadrZavaju veéi dio teskih
metala usvojenih iz tla, hiperakumulatori brzo i uéinkovito translociraju teSke metale u

izdanke preko ksilema, slika 1.2.1
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1.3. MOGUCA PRIMJENA HIPERAKUMULATORA U FITOREMEDIJACIJI
| FITORUDARENJU

Moderni stil zivota i industrijalizacija dovode do velikih ekoloskih problema jer
generiraju razlicite vrste otpada i odlazu ih bez odgovarajuceg tretmana u okolis. S
obzirom da teski metali predstavljaju veliku opasnost, otpad bi se trebao zbrinuti na
pravi nacin prije odlaganja kako bi se minimizirao njegov Stetni utjecaj na okoli§ i
zdravlje svih Zivih bi¢a. Medutim, nakon Sto se tlo zagadi slijedi niz postupaka kako bi
se moglo vratiti u "uporabu”. Takvi efektivni tretmani su skupi i mogu ostaviti nezeljene
uéinke.’? Za alternativnim ekoloski i novéano prihvatljivim nacinima tretiranja
zagadenih voda i tla se jo$ uvijek traga, a trenutno najuspjesniji pristup se nalazi u
fitoremedijaciji.*?

Fitoremedijacija (gré. phyto biljka, lat. remedium c¢istiti) se smatra procesom cis¢enja
zagadenih podruéja pomocu biljki i jo§ uvijek se nalazi u razvojnom stupnju.
Fitoremedijacijom se oznacava Citav niz tehnologija temeljenih na sposobnosti biljaka
za akumuliranje velikih koli¢ina metala koji su i prirodno prisutni u njihovim tkivima
bez da uzrokuju simptome toksi¢nosti. Biljke koje prihvacaju teske metale iz tla Cesto
imaju mogucénost procistiti tlo pomoc¢u fitoremedijacije jer u podru¢ju najaktivnijeg
sloja tla, rizosfere, prihvacaju visoke koncentracije teskih metala. Ova tehnika je
ekoloski prihvatljiva, relativno jeftina i pruza moguénost bio-obnove teskih metala.
Biljke moraju biti brzo rastu¢e, moraju imati visoku koli¢inu biomase i sposobnost
prihvacanja raznih metala te se moraju mo¢i lako posijati 1 zeti.H?

Upotreba biljki za remedijaciju zagadenog tla se ¢ini izvrsnom metodom u usporedbi s
ostalim inzenjerskim metodama. Hiperakumulatori teskih metala koji rastu u okolini
obogacenoj metalima mogu akumulirati 100-1000 puta viSe metala nego normalne
biljke predstavljajuéi tako odli¢nog kandidata za fitoekstrakciju™ te samim time i za
fitorudarenje.'?

Uspjeh fitoekstrakcije je ovisan o raznim karakteristikama same biljke. Dvije najvaznije
su da biljka ima sposobnost produciranja velike koli¢ine biomase 1 kapacitet
akumulacije velikih koli¢ina metala u nadzemnom tkivu biljke. Osim toga, za uspjeh
fitoekstrakcije pozeljno je da se tlom upravlja na pravilan nacin Sto ukljucuje

optimizaciju agronomskih postupaka. Biljke bi za fitoekstrakciju trebale biti otporne na

" Fitoekstrakcija (fitoakumulacija) je metoda kojom se kontaminiraju¢i metali iz tla korijenskim
sustavom biljke prenose iz tla u biljku, a od tuda translociraju u povrsinske dijelove biljke.
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bolesti i pesticide i "neprivlacne" za Zivotinje kako bi se minimizirao prijenos teskih
metala na vise nivoe hranidbenog lanca.'?

Proces fitoremedijacije je generalno malo sporiji od drugih tehnika koje ukljucuju
fizicke 1 kemijske postupke §to ga ¢ini malo nepovoljnim.l’2

Fitorudarenje predstavlja metodu fitoekstrakcije kojoj je glavni cilj ostvariti visoki
prihod trzisSne koli¢ine teSkih metala iz biljne biomase dobivene iz biljaka
hiperakumulatora koje su koriStene za ekstrakciju teSkih metala iz oneciS¢enog tla, slika

1.3.

Branje i odlaganje
ili

ekstrakcija

- ———

Slika 1.3. Fitoremedijacija i fitorudarenje tla bogatog teskim metalima uz

pomoé biljaka koje hiperakumuliraju te teske metale u nadzemnim organima.’

Prvo istrazivanje fitorudarenja je provedeno na biljci Streptanthus polygaloides A. Gray
koja je hiperakumulator nikla.! Od tada su nadene brojne vrste koje mogu
hiperakumulirati nikal, kao §to su Alyssum spp., Berkheya coddii Roessler, Alyssum
bertolonii Desv. te se pretpostavlja kako bi se i one mogle koristiti za fitorudarenje.
Iberis intermedia Guers. i Biscutella (Brassicaceae) se mogu koristiti za fitorudarenje
talija. Realno se moZe ocekivati kako se sve hiperakumulatorske vrste mogu upotrijebiti
i za hiperakumulaciju drugih te$kih metala kao $to su zlato, kobalt i uranij. Stovise,
postoji moguénost da je fitorudarenje visokoselektivna metoda izdvajanja odabranog
teSkog metala iz tla u koncentracijama koje su neekonomicne za konvencionalne

tehnike ekstrakcije. Za ostale manje vrijedne metale, kao Sto su olovo, kadmij, cezij i
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bakar, fitorudarenje se nikada nece istaknuti kao profitabilna grana poljoprivredne
industrije. Bez obzira na sva dosadasnja obecavajuca istrazivanja i iskazane prednosti u
odnosu na konvencionalno rudarstvo, do sada nije bilo zabiljeSski o uspjesno
provedenom komercijalnom fitorudarenju. Utvrdeni su moguéi c¢imbenici Kkoji
ograni¢avaju komercijalizaciju fitorudarenja te se moze zakljuciti da je fitorudarenje
atraktivno samo kada se primjenjuje na onec¢is¢enom tlu i u kombinaciji s
tradicionalnim rudarenjem. Fitorudarenje s hiperakumulatorima visoke biomase bi
moglo imati ekonomske prednosti u odnosu na tradicionalne rudarske tehnike, posebno
u slucajevima gdje su ekstrahirani metali ciljevi biorudarenja, imaju ekonomsku
vrijednost, a energija izgaranja biomase se moze prodati. Osim toga, buduci da je bio-
ruda prakti¢ki bez sumpora, njezino taljenje ne pridonosi stvaranju Kiselih kisa. Tim
vise $to postoji potreba za razvojem metoda koje omoguéavaju oporavak i trgovinu
metala.!

Unato¢ velikom broju pronadenih hiperakumulatorskih vrsta i dalje postoje nedovoljne
informacije o raspodjeli ovih vrsta ili 0 mehanizmima usvajanja teSkih metala $to
ograni¢ava njihovu upotrebu u fitorudarenju. Nadalje, nisu dovoljno dobro poznata ni
njihova agronomska svojstva, kao S$to su zahtjevi za gnojivom, potrebnom pH
vrijednosti tla, kontrolom korova i zahtjevima za vodom. Bez obzira na ta ogranicenja,
jasno je da komercijalizacija fitorudarenja koristenjem hiperakumulatorskih biljaka
visoke biomase u osnovi ovisi 0 koncentraciji teskog metala koji se moze
hiperakumulirati u biljci, godisnjoj proizvodnji biomase i trzi$noj cijeni odabranog

teSkog metala.
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1.4. VLASAC (ALLIUM SCHOENOPRASUM L.)

Vlasac (Allium schoenoprasum L.) je visegodiSnja otporna lukovicasta trajnica,
ukrasna 1 zainska biljka. Najmanja je vrsta iz obitelji luka, Alliaceae. Tu jo$ pripadaju
esnjak, crveni luk i poriluk.™ Porijeklom je iz Azije, Europe i Sjeverne Amerike.* U
tablici 1.2. prikazana je taksonomija biljke.

Tablica 1.2. Taksonomija biljke vlasac®

TAKSONOMIJA NAZIV

Red Asparagales
Porodica Amaryllidaceae
Rod Allium
Vrsta Allium schoenoprasum L.

Vlasac (ili vlasac) (slika 1.4.) je otporna biljka koja moze narasti do 50 cm visine.
Korijen je duguljasta lukovica. Dugi izdanci su uski, okrugli, cjevasti listovi, zelene ili
zeleno-sive boje. Latice su mu jednake duzine i zvjezdastog su rasporeda. Za rast vlasca
potrebno je hranjivo i vlazno tlo, a danas se uzgaja uglavnom u staklenicima.'®* Moze se

.o . . o . . . 13
uzgajati 1 u posudama smjestenim na osunc¢anoj prozorskoj dasci.

Slika 1.4. Vlasac (Allium schoenoprasum L.)**

Vlasac je jedna od prvih biljki koja cvate u proljece. Njegovi cvjetovi jako privlace
kukce, narocito pc“:ele.13 Sadrzi eteri¢na ulja bogata sumporom koja su uzrok njegovog
ljutog mirisa i okusa."® Bogat je vitaminima C, A i K te vitaminom Bg, a od minerala

zeljezom, fosforom, kalcijem, kalijem i magnezijem. Smanjuje kolesterol zbog visokog
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sadrzaja alicina, jaCa imunitet jer je bogat vitaminom A, sprjeCava osteoporozu i
aterosklerozu jer sadrzi spojeve koji zadrzavaju kalcij u kostima i krvi te poboljsava
probavu zahvaljujuci alil-sulfidu i drugim spojevima. Moze se dodati brojnim jelima u

svjezem ili suSenom obliku.®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO



2.1. MATERIJALI | KEMIKALIJE

U radu su koristeni sljede¢i materijali i kemikalije:

¢ Biljka vlasac (lat. Allium schoenoprasum L.), slika 2.1.

Slika 2.1. Vlasac (Allium schoenoprasum L.)

Biljka je kupljena u travnju 2018., u trgovackom centru Lidl. Proizvodac je Bratovinski

d.o.o. iz Huma na Sutli. Godina proizvodnje je 2018., a datum sadnje 17. ozujka.
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e Vodene otopine teskih metala:

¢ vodena otopina olovljevog(ll) nitrata (slika 2.2.) 8 mM,

Slika 2.2. VVodena otopina olovljevog(ll) nitrata

Vodena otopina olovljevog(ll) nitrata je pripremljena otapanjem 7,9488 g Pb(NOs3), u
3 dm? destilirane vode kako bi se dobila koncentracija od 8 mM.

¢ vodena otopina bakrovog(ll) sulfata pentahidrata (slika 2.3.) 8 mM,

Slika 2.3. Vodena otopina bakrovog(ll) sulfata pentahidrata
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Vodena otopina bakrovog(ll) sulfata pentahidrata je pripremljena otapanjem 5,9924 g
CuS04-5H,0 u 3 dm? destilirane vode kako bi se dobila koncentracija od 8 mM.

¢ vodena otopina niklovog(ll) nitrata heksahidrata (slika 2.4.) 8 mM,

Slika 2.4. Vodena otopina niklovog(ll) nitrata heksahidrata

Vodena otopina niklovog(Il) nitrata heksahidrata je pripremljena otapanjem 6,9791 g
Ni(NO3)»6H,0 u 3 dm? destilirane vode kako bi se dobila koncentracija od 8 mM.

e vodovodna voda (slika 2.5.),

Slika 2.5. Vodovodna voda

e HCI, 20% otopina.
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2.2. INSTRUMENTI

U radu su koriSteni sljede¢i instrumenti:

e Susionik Nuve FN 400 (slika 2.6.),

Slika 2.6. Susionik

e Pe¢ Demiterm Easy (slika 2.7.),

Slika 2.7. Pe¢
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Maseni spektrometar visoke rezolucije s induktivno spregnutom plazmom (HR

ICP-MS) Element 2, Thermo Finnigan, Bremen, Germany (slika 2.8.)

Slika 2.8. HR ICP-MS*®
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2.3. PROVEDBA EKSPERIMENTA

Kupljene su cetiri tegle vlasca koje su zalijevane u periodu od mjesec dana. Tri tegle
sadnica su zalijevane vodenom otopinom teSkog metala; svaka sadnica je zalijevana
isklju¢ivo otopinom jednog teskog metala. U tablici 2.1. prikazani su ukupno utroSeni
volumeni svake od otopine kojom je vlasac bio tretiran. Vodene otopine teskog metala
predstavljaju izvor teSkog metala (olova, nikla te bakra). Sadnica u Cetvrtoj tegli je

zalijevana samo vodovodnom vodom te je sluzila kao referentni uzorak.

Tablica 2.1. Ukupno utroseni volumeni otopina kojima je vlasac tretiran

Dodani volumen otopine u periodu tretiranja

Pb(NO3), 700 1000 1200
Ni(NO3),-6H,0 800 1200 1400
CuSO45H;0 700 1100 1300
H,0 700 1200 1400

Nakon 10 dana iz svake se tegle uzimao uzorak vlasca koji se ostavljao susiti na sobnoj
temperaturi (oko 25 °C) u periodu od dva dana. Nakon $to se dobila odgovarajuca
suhoca uzoraka, §to je utvrdeno promjenom boje i opipom, vlasac se usitnjavao te susio
dva sata u susioniku na 105 °C. Isto je ponovljeno za svaki uzorak vlasca nakon 20 i 30
dana tretiranja odgovarajué¢im otopinama.

Nakon zavr$ene pripreme 0d svakog uzorka se uzimao po 1 gram uzorka i premjestio u
lon¢i¢e za zarenje te prenio u peé¢ za zarenje. Uzorci su spaljivani preko noci na

temperaturi od 500 °C (slika 2.9.).
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Slika 2.9. Uzorci pripremljeni za Zarenje u pe¢i na 500°C

Nakon §to su se uzorci izvadili iz peci i ohladili, otopljeni su u 5 mL 20% HCI. Otopina
se zagrijala po potrebi kako bi se sav ostatak otopio. Dobivena otopina se profiltrirala, a
dobiveni filtrat je potrebno dopuniti do oznake ultra¢istom vodom te dobro promijesati.
Ovako pripremljene otopine uzoraka su spremne za daljnju analizu.

Koncentracije teskih metala (olovo, nikal, bakar, zeljezo, kadmij, cink i mangan) u
otopinama vlasca su odredene pomocu masenog spektrometra visoke rezolucije s
induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS). Analiza je izvrSena na Institutu Ruder

Boskovic.
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3. REZULTATI | RASPRAVA



3.1.  VIZUALNA KARAKTERIZACIJA UZORAKA VLASCA

Na slikama 3.1.-3.8. prikazane su tegle vlasca, kao i sabrani uzorci vlasca koji su se
tretirali u periodu od mjesec dana. Prikazan je izgled biljke na samom pocetku te svakih

deset dana do konacnog branja biljke.

Slika 3.1. Izgled biljke nakon tretiranja vlasca vodenom otopinom olovljevog(ll)
nitrata: a) pocetni uzorak vlasca; b) vlasac nakon 10 dana tretiranja; c) vlasac nakon 20

dana tretiranja; d) vlasac nakon 30 dana tretiranja
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Slika 3.2. Izgled sabranog uzorka vlasca nakon tretiranja s vodenom otopinom
olovljevog(ll) nitrata: a) vlasac nakon 10 dana tretiranja; b) vlasac nakon 20 dana

tretiranja; c) vlasac nakon 30 dana tretiranja

Iz slika 3.1.-3.2. uocava se da je vlasac nakon deset dana tretiranja otopinom
olovljevog(ll) nitrata ostao nepromijenjen dok su nakon dvadesetog dana tretiranja
listovi poceli mijenjati boju. Razlog tome lezi upravo u ¢injenici da biljka usvaja olovo
preko korijena, a olovo u biljkama smanjuje sarzaj pigmenta i intenzitet fotosinteze."’

Nakon trideset dana tretiranja vodenom otopinom olovljevog(ll) nitrata veliki broj
listova se stanjio i osuSio te se uocavaju znakovi propadanja biljke. Usprkos tome,

vlasac u periodu tretiranja nije napao niti jedan nametnik.
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Slika 3.3. Izgled biljke nakon tretiranja vlasca vodenom otopinom niklovog(ll) nitrata
heksahidrata: a) pocetni uzorak vlasca; b) vlasac nakon 10 dana tretiranja; ¢) vlasac

nakon 20 dana tretiranja; d) vlasac nakon 30 dana tretiranja
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Slika 3.4. Izgled sabranog uzorka vlasca nakon tretiranja s vodenom otopinom
niklovog(Il) nitrata heksahidrata: a) vlasac nakon 10 dana tretiranja; b) vlasac nakon 20

dana tretiranja; c) vlasac nakon 30 dana tretiranja

Iz slika 3.3.-3.4. uocava se da vlasac tretiran s vodenom otopinom niklovog(ll) nitrata
heksahidrata napreduje s vremenom. Nakon desetog i dvadesetog dana tretiranja listovi
su postajali sve deblji, duzi i tamniji. Nakon trideset dana tretiranja uocava se da se
listovi postepeno pocinju susiti, ali ako se usporedi izgled s referentnim uzorkom i dalje

su bujni iz ¢ega se moze pretpostaviti da nikal pogoduje vlascu.
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Slika 3.5. Izgled biljke nakon tretiranja vlasca vodenom otopinom bakrovog(ll) sulfata
pentahidrata: a) pocetni uzorak vlasca; b) vlasac nakon 10 dana tretiranja; c) vlasac

nakon 20 dana tretiranja; d) vlasac nakon 30 dana tretiranja
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Slika 3.6. Izgled sabranog uzorka vlasca nakon tretiranja s vodenom otopinom

bakrovog(ll) sulfata pentahidrata: a) vlasac nakon 10 dana tretiranja; b) vlasac nakon 20

dana tretiranja; c) vlasac nakon 30 dana tretiranja

Iz slika 3.5.-3.6. uocava se da vlasac tretiran s vodenom otopinom bakrovog(ll) sulfata
pentahidrata slabi tijekom cijelog perioda tretiranja. Vece promjene se uoc¢avaju nakon
dvadesetog i tridesetog dana gdje listovi postaju sve tanji i znatno se suSe. Da je ovaj
vlasac podlijegao znatnoj razini stresa ocituje se i u tome da je jedini napadnut biljnim

uSima, koje su nakon konzumacije vlasca i same uginule.
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Slika 3.7. Izgled biljke nakon tretiranja vlasca vodovodnom vodom: a) pocetni uzorak
vlasca; b) vlasac nakon 10 dana tretiranja; ¢) vlasac nakon 20 dana tretiranja; d) vlasac
nakon 30 dana tretiranja
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Slika 3.8. Izgled sabranog uzorka vlasca nakon tretiranja vodovodnom vodom: a) vlasac

nakon 10 dana tretiranja; b) vlasac nakon 20 dana tretiranja; c) vlasac nakon 30 dana

tretiranja.

Vlasac tretiran s vodovodnom vodom je posluzio kao kontrolni uzorak. I kod njega se
uocava suSenje listova tijekom perioda zalijevanja. Ukoliko se usporedi izgled vlasca
zalijevanog s vodom s onima koji su zalijevani vodenim otopinama olovljevog(ll)
nitrata i niklovog(ll) nitrata heksahidrata uocava se kako se vlasac ponaSa na slican

nacin, tj. doslo je do priblizno jednakog nacina susenja vlasca.
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3.2.  HIPERAKUMULACIJA TESKIH METALA

U okviru ovog diplomskog rada istrazeni su utjecaji tri metala (olovo, nikal i bakar) na

rast i razvoj vlasca te sposobnost vlasca da ih akumulira u svojim organima. U

tablicama 3.1.-3.4. su prikazani eksperimentalni podatci dobiveni nakon analize otopina

vlasca spektrometrijom masa s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS). U

svakoj otopini su izmjerene koncentracije teSkih metala s kojima je vlasac tretiran, a to

su: olovo, nikal i bakar. Takoder su izmjerene i koncentracije nekih od osnovnih metala

koji su bitni za rast i razvoj biljaka, a to su: zeljezo, kadmij, cink i mangan. Rezultati su

podijeljeni u Cetiri tablice ovisno o otopini s kojom su tretirani u periodu od mjesec

dana.

Vlasac Koncentracija teSkog metala (ng g'l)

tretiran s
Pb(NOs3),

Tablica 3.1. Koncentracije teskih metala detektirane u vlascu

tretiranom vodenom otopinom olovljevog(ll) nitrata

Mn

Zn

Ni Cu Fe Cd

Pb

10 1117,986 5,189 14,961 37,738 0,173 48,384 86,656
20 1898,085 5,886 11,601 56,540 0,232 76,349 123,958
30 1504,642 2,101 19,177 37,658 0,114 39,107 58,673

Vlasac tretiran Koncentracija teSkog metala (ug g™)

Ni(NOj3),6H,0

Tablica 3.2. Koncentracije teSkih metala detektirane u vlascu

tretiranom vodenom otopinom niklovog(ll) nitrata heksahidrata

S

Mn

Cd

Pb Ni Fe Zn

Cu

10 71,207 303,975 14,842 57,498 0,135 38,807 60,799
20 82,244 529,792 8,541 63,262 0,215 51,015 61,439
30 1,430 447,672 5,293 45,486 0,149 43,815 57,599
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Tablica 3.3. Koncentracije teskih metala detektirane u vlascu

tretiranom vodenom otopinom bakrovog(ll) sulfata pentahidrata

Vlasac Koncentracija te§kog metala (ug g™)

tretiran s

Pb Ni Cu Fe Cd Zn Mn

CuSO,45H,0
10 51,769 3,365 151,660 40,514 0,112 33,981 44,898
20 19,569 4,435 897,184 54,624 0,260 69,037 71,424
30 24,408 3,771 361,542 42,754 0,148 39,746 54,193

Tablica 3.4. Koncentracije teskih metala detektirane u vlascu

tretiranom vodovodnom vodom

Vlasac Koncentracija teSkog metala (ng g*)

tretiran
Cd

Mn

Pb Ni Fe Zn

Cu

s H,O
10 30,168 4,417 26,851 47,736 0,166 36,470 65,275
20 28,780 12,413 13,982 92,354 0,149 60,467 44,679
30 2,475 12,073 10,243 54,022 0,203 69,684 60,503

S obzirom na dobivene podatke, a koji su prikazani u tablicama 3.1.-3.3. uocava se da je
kod svake biljke koja je tretirana odgovaraju¢om vodenom otopinom teskog metala
izmjerena najvi$a koncentracija tog metala u dvadesetom danu tretiranja nakon kojeg
koncentracije pocinju opadati. Iz navedenih rezultata se moze zakljuciti kako je upravo
tada postignut maksimum usvajanja odabranog teSkog metala te nakon toga biljka vise
nije u mogucénosti usvajati novu koli¢inu teskog metala.

Izmjerene koncentracije odabranih teSkih metala upucuju na zakljucak kako je biljka
vlasac potencijalno hipertolerantna biljka s obzirom na usvajanje nikla, mozda i bakra,
dok koncentracije izmjerene za olovo upucuju na zakljuéak kako bi se vlasac mogao
razmatrati kao potencijalni hiperakumulator olova jer je u svim uzorcima koji su
tretirani s vodenom otopinom olovljevog(Il) nitrata njegova koncentracija visa od
1000 pg g*, stovise, za uzorak uzet nakon dvadesetog dana tretiranja njegova izmjerena

koncentracija je nesto malo niza od 2000 pg g™
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Olovo u veéim koncentracijama utjeCe na morfolosko-anatomsku gradu biljaka
inhibiranjem izduZivanja korijena i rasta listova, kao i procesa fotosinteze, medutim,
kod vlasca se to nije dogodilo. Listovi su i dalje rasli. Zanimljiva je ¢injenica da je
jedino kod vlasca koji je tretiran s otopinom olova korijen bio znacajno duzi i svjetliji,
ali tanji nego kod svih ostalih uzoraka. Olovo u biljkama snizava koli¢inu Zeljeza §to se
moze uociti usporedbom dobivenih rezultata s izmjerenim vrijednostima u ostalim
uzorcima vlasca koji su tretirani drugim otopinama.

Vlasac tretiran s niklom je u odnosu na sve ostale uzorke jako dobro reagirao na nikal te
su njegovi listovi bili dvostruko deblji, odnosno "mesnatiji” i tamniji. Nikal pomaze
biljci prilikom apsorpcije Zeljeza §to posebno dolazi do izrazaja u uzorku vlasca koji je
sabran nakon desetog dana tretiranja vlasca s otopinom nikla, ¢ija je izmjerena
koncentracija znatno visa nego u svim ostalim uzorcima te iznosi 57,498 pg g™.

Sto se ti¢e vlasca koji je tretiran s vodenom otopinom bakrovog(ll) sulfata pentahidrata,
koncentracija izmjerena nakon dvadesetog dana tretiranja je dala naznake da bi se
vlasac mogao smatrati hiperakumulatorom bakra. Medutim, bakar je toliko oslabio
vlasac da su ga uspjele napasti biljne usi te se poceo susiti. No usprkos tome, i dalje bi
se uspjeli razviti novi listovi kad bi se vlasac podrezao. Takoder, biljne usi su nakon
konzumiranja vlasca uginule. Isto tako, povecana kiselost tla moze dovesti do
povecanog usvajanja bakra, do ¢ega je vjerojatno i doSlo u ovom slucaju s obzirom da je
izmjerena pH vrijednost tla koje je bilo tretirano s otopinom bakra iznosila 6,05 sto tlo
kategorizira u umjereno kisela tla.*®

Vrijednosti izmjerenih koncentracija Zeljeza, cinka, mangana 1 kadmija se nalaze u
preporucenim granicama. Zanimljivo je takoder da bi olovo trebalo utjecati na
smanjenje koncentracije mangana u biljci, no naprotiv, u vlascu koji je tretiran
otopinom olova izmjerena je najviSa koncentracija mangana u odnosu na ostale uzorke.
Mangan ima jako bitnu fizioloSku ulogu. Ulazi u sastav mnogih enzima, a neophodan je
u procesu fotosinteze. Potreban je svim biljnim vrstama u odredenim koli¢inama te
djeluje stimuliraju¢e prilikom apsorpcije kisika, fosfora i kalija te na prijenos i

akumulaciju Secera u biljkarna.9
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4. ZAKLJUCAK



Zadatak diplomskog rada je bio ispitati utjecaj zalijevanja biljke vlasca otopinama
teSkog metala (nikal, bakar i olovo) na sposobnost hiperakumulacije odabranih teskih

metala u vlascu. Na temelju dobivenih eksperimentalnih podataka moze se zakljuciti:

e Vlasac tretiran vodenim otopinama olova i nikla pocinje pokazivati
znakove stresa tek nakon dvadesetog dana tretiranja odabranim

otopinama §to se oCituje u susenju listova.

e Vlasac tretiran vodenom otopinom bakra pokazuje znakove stresa
tijekom cijelog perioda tretiranja te su ga jedinog napale biljne usi. No

usprkos tome, biljka se uspjela obraniti i djelomi¢no oporaviti.

e Svaki vlasac tretiran odgovaraju¢om vodenom otopinom teSkog metala
ima izmjerenu najvisu koncentraciju tog metala u dvadesetom danu
tretiranja. Nakon dvadesetog dana koncentracije poCinju opadati. Nakon
dvadesetog dana biljka viSe nije u moguénosti usvajati novu koli¢inu

teSkog metala.

e Izmjerene koncentracije odabranih teskih metala upucuju na zakljucak
kako je biljka vlasac hipertolerantna biljka s obzirom na usvajanje nikla,
a moguce i na usvajanje bakra, ali bi bakar trebalo dodatno istraziti.
Vlasac tretiran s niklom je u odnosu na sve ostale uzorke jako dobro

reagirao na nikal te su njegovi listovi bili dvostruko deblji i tamniji.

e Izmjerene koncentracije za olovo govore kako bi se vlasac mogao
razmatrati kao potencijalni hiperakumulator olova jer je u svim uzorcima
koji su tretirani s vodenom otopinom olovljevog(ll) nitrata njegova

koncentracija visa od 1000 pug g™
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