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SAZETAK

U radu su opisane mikrobioloske te enzimatske metode uklanjanja bentazona,
pendimetalina i terbutilazina. Odabrani herbicidi nalaze se u tri razli¢ite kemijske skupine
jer se razlikuju po mehanizmu djelovanja. Bentazon se ubraja u benzotiadiazinone,
pendimetalin u dinitroaniline, a terbutilazin u triazine. Benzotiadiazinoni i triazini
inhibitori su fotosinteze, dok su dinitroanilini inhibitori diobe biljnih stanica. Razgradnja
terbutilazina u tlu ovisi i 0 temperaturi te se brze razgraduje na viSim temperaturama.
Uklanjanje pendimetalina iz vode moguce je koristenjem bakterija koje imaju sposobnost
razgradnje tog herbicida. Kao postupak razgradnje u literaturi spominje se bioremedijacija
koja djeluje kao prirodni proces mikrobioloske razgradnje odnosno kao interakcija
mikroorganizama i sastojaka otpada, primjenom bioreaktora te tzv. ,,zelena tehnologija“
koja podrazumijeva biljke kao faktore razgradnje razli¢itih oneéis¢ujucih tvari. Postupci
uklanjanja provode se kako bi se smanjio utjecaj na zdravlje ljudi te sacuvao prirodni

okolis.

Kljucne rijeci: bentazon, terbutilazin, pendimetalin, mikrobioloSke metode, enzimatske
metode



ABSTRACT

This paper describes the microbiological and enzymatic methods for removing bentazone,
pendimethalin and terbuthylazine. Selected herbicides are divided in three different
chemical groups differing in the mechanism of action. Bentazon is included in the
benzothiadiazinones, pendimethalin in the dinitroaniline and terbuthylazine in the
benzothiadiazinones. Benzothiadizinones and triazines are inhibitors of photosynthesis
while dinitroanilines are inhibitors of plant cell division. Terbuthylazine degradation in the
soil also depends on the temperature and is quickly degraded at higher temperatures.
Pendimethalin can be removed from water using bacteria that have the ability of herbicide
degradation. As a process of degradation bioremediation is mentioned, this acts as a natural
process of microbial degradation or by the interaction of microorganisms and components
of waste, by using a bioreactor. Removal processes are carried out in order to reduce the

impact on human health and preserve the natural environment.

Keywords: bentazone, terbuthylazine, pendimethalin, microbiological methods, enzymatic
methods
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1. UvOD

Osnovni nedostatak sredstava za zastitu bilja (herbicida) je njihov negativan utjecaj
na okoliS. Posljednjih desetlje¢ca sve se vefa paznja usmjerava na negativan utjecaj
pesticida na kakvo¢u voda i to narocito vode za pice. Znatno veci utjecaj na kakvocu voda
imaju indirektna oneci$¢enja voda do kojih dolazi ispiranjem kroz profil tla do podzemnih
voda (Ostoji¢, 2003b).

Provodi se monitoring sukladno Zakonu o vodama (NN 153/09) te Uredbi o
standardu kakvoce vode (NN 73/2013) gdje se prate stanja povrSinskih, priobalnih te
podzemnih voda, kao i aktivnih tvari od kojih je veéina zabranjena za primjenu. Aktivne
tvari se zabranjuju ako neki od njihovih utjecaja na ljude, Zivotinje i okoli$ nije dovoljno
istrazen ili ako se na temelju istrazenih utjecaja moze zakljuciti da postoji neprihvatljiv
rizik za zdravlje ljudi, vodene organizme, ptice i sisavce, te ako postoji velik rizik od
oneciS¢enja podzemnih voda. Vode su u ekoloskom smislu najopterecenije i najugrozenije,
ali ujedno i najvazniji dio globalnog ekosustava. Poduzima se niz mjera i postupaka kojima
se vode nastoji zastititi od daljnjeg oneciS¢enja te poboljsati sadaSnje nepovoljno stanje
(Megharaj et al., 2011). Kako bi se snizile koncentracije onecis¢ujucih tvari do granica
koje su zakonom predvidene ili koje ne predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi i okolis,
provodi se remedijacija zemljiSta i podzemnih voda. Biokatalizatori u mikroorganizmima
mogu katalizirati odgovarajuce procese za uklanjanje oneciS¢ujucih i postojanih organskih
tvari iz voda.

Razgradnja pesticida mikroorganizmima, odnosno njihovim enzimima, smatra se
ucinkovitim 1 jeftinim nacinom uklanjanja pesticida iz tla i vode. Tako se postupci
bioremedijacije primjenjuju u posljednja dva desetljeca (Jauregui et al., 2003), bilo da se
radi o ex situ ili in situ postupcima. Kao najces¢i sustav za procis¢avanje voda koristi se ex
situ postupak u bioreaktoru u kojem oneciS¢ena voda dolazi u kontakt s podlogom

koloniziranom s mikroorganizmima.



2. OPCI DIO

2.1 KOROVI

Korovi su biljke koje rastu na povr§inama gdje nisu pozeljne, a moze se podijeliti na:
1) Apsolutni korov - sve biljke koje nisu predmet uzgoja i nalaze se u
kompeticijskom odnosu te mogu biti Stetne za sam usjev.
2) Relativni korov - svaka biljna vrsta na proizvodnoj povrsini koja nije cilj

proizvodnje (npr. pSenica U suncokretu).

Korovi su Stetni obzirom da uzimaju vodu, svjetlost, prostor i hranu od
poljoprivrednih usjeva. Potencijalni se gubitak prinosa procjenjuje na 34% (Oerke, 2006).
Ekonomski gubici procjenjuju se u milijardama dolara, S§to zbog sniZzenoga prin0sa, te
dodatnih troskova kao §to su primjena herbicida, troSkovi mehanickog suzbijanja i slicho
(Yandoc-Ables et al., 2006). Korovi otezavaju obradu, zetvu ili berbu, poskupljuju
proizvodnju (CiSCenje sjemena, dopunska agrotehnika), domacini su Stetnim kukcima,
razli¢itim biljnim patogenima te izvor inokuluma za potencijalne zaraze kultiviranih
biljaka. Ujedno smanjuju kakvoéu priroda i poljoprivrednih proizvoda. Ozbiljan su
ekoloski problem, obzirom da su invazivne korovne vrste sposobne mijenjati ekosustave i

potisnuti autohtone biljne vrste (Randall, 1996).

Korovne biljke mogu se podijeliti na dvije osnovne skupine (Koji¢ et al., 1972):

1) korovne biljke u uzem smislu (skupina biljaka koje su svojom biologijom i
ekologijom najbolje prilagodene razvojnom ciklusu pojedinih kulturnih biljaka) i
2) korovne biljke u Sirem smislu (nekorisne i Stetne biljne vrste koje se pojavljuju

na antropogenim staniStima te izvan orani¢nih povrsina).

Kemijske mjere suzbijanja korova podrazumjevaju primjenu herbicida. Kako bi
bilo moguce Sto tocnije odrediti treba li provoditi mjere suzbijanja korova i kakav ce
ekonomski u¢inak one imati, nuzno je uzeti u obzir vise kriterija kojima se odreduje Stetna

prisutnost.



2.2 HERBICIDI

Herbicidi su kemijski spojevi namijenjeni za suzbijanje rasta i razvoja nepozeljnih

biljaka (korova). Dijelimo ih u dvije glavne skupine: selektivni i neselektivni.

1) Selektivni herbicidi se koriste:

©)

o

o

za poljoprivredne povrSine (na kojima su zasadene ili posijane odredene
poljoprivredne kulture),

ne Stete zasadenoj poljoprivrednoj kulturi ve¢ samo nezeljenim biljkama, tj.
korovu (http://www.syngenta.com/country/hr/cr/Syngentin_program/
Sredstva_za_zastitu_bilja/Herbicidi/Pages/home.aspx)

za tretiranje Sirokolisnih i uskolisnih biljaka
(http://pinova.hr/hr_HR/katalog-proizvoda/sredstva-za-zastitu-bilja/
herbicidi),

zahtijevaju manje vremena za primjenu, te su jeftini.

2) Neselektivni herbicidi se koriste:

o

za uniStavanje svih vrsta Dbiljaka s kojima dodu wu kontakt
(http://www.syngenta.com/country/hr/cr/Syngentin_program/

Sredstva_za_zastitu_bilja/Herbicidi/Pages/home.aspx), uz iznimku genetski
modificiranih biljaka koje mogu biti otporne na tretiranje s neselektivnim
pesticidima primjerice genetski modificiran hibrid kukuruza DK493RR,

koji je otporan na glifosat (Vincekovi¢, 2004).

Po nacinu primjene, ove dvije vrste herbicida, se dijele na:

1) Kontaktne herbicide koji djeluju na tretiranu biljku, odnosno povrsinu pod

biljkama, pri ¢emu ostecuju biljne organe te biljka uvene. Djeluju vrlo brzo te su otporni na

ispiranje kiSom.

2) Sistemicne herbicide koje biljka upija putem lista ili korijena te ih prenosi

kapilarama do svih dijelova biljke. Primjenjuju se za suzbijanje korova s jakim korijenom,

nesto su sporijeg djelovanja, jer je potrebno duze vrijeme da se herbicid proSiri u tijelu

biljke (http://www.syngenta.com/country/hr/cr/Syngentin_program/ Sredstva_za zastitu_

bilja/Herbicidi/Pages/home.aspx).
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Herbicidi opcenito iskoriStavaju specifiéne znacajke biljnih organizama poput
fotosinteze, biljnih hormona, aminokiselina, stani¢nog metabolizma i dr. Herbicidi su
obi¢no manje toksi¢ni za ostala ziva bi¢a. Osim herbicida kemijskog podrijetla postoje 1
tzv. bioherbicidi koji se sastoje od organizama koji su nametnici na biljkama te dovode do
uvenuca korova. Ti ogranizmi su bakterije, gljivice, virusi, ali mogu biti i insekti

(Bolognesi i Merlo, 2011).

2.2.1 BENTAZON (C1oH12N205S)

Slika 2.1. Strukturna formula bentazona

Bentazon se ubraja u grupu benzotiadiazinona (slika 2.1.). Selektivni herbicid koji
djeluje protiv nepozeljnih biljaka, iskljucivo preko zelenih (Zivih) biljnih dijelova. Zeleni
dijelovi korova postepeno zute i nakon nekoliko dana potpuno osuse. Visa relativna vlaga
zraka 1 temperatura pojacavaju ucinkovitost pripravka, ali mu istovremeno smanjuju
tolerantnost. Prvi simptomi na tretiranim korovima vidljivi su nakon 2 - 7 dana od
fitotoksicnih pjega na viSim temperaturama. Herbicidi koji sadrze bentazon na visokim

temperaturama mogu otpustiti otrovni sumpor 1 pare dusika (Knauber et al., 2000).



2.2.2 PENDIMETALIN (CH.N,0.)

Pendimetalin (slika 2.2.) se ubraja u dinitroaniline te ima Sirok spekatar

u¢inkovitosti na dikotiledone korove.
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Slika 2.2. Strukturna formula pendimetalina

Naziva se tzv. zutim spojem zbog prisutnosti nitro grupe na fenilnom prstenu.
Pendimetalin se Koristi u raznim formulacijama kako bi djelovao na sprjeCavanje rasta
korova u pamuku, rizi, soji i duhanu (Smith et al., 1995). To je selektivni herbicid
apsorbiran od strane korijena i lis¢a (Tomlin, 2011). Rasprostranjena uporaba tog herbicida
dovela je do otkrivanja onecis¢enja u tlu i vodi (Roca et al., 2009). Vijek poluzivota mu je
oko 90 dana (Mohan et al., 2007) te se moze razgraditi postupcima fotodegradacije, ili
biorazgradnje (Mohan et al., 2007; Zhang et al., 2000).

2.2.3 TERBUTILAZIN (C9H16CINs)

Terbutilazin (C9H16CINg) se ubraja u grupu triazina (slika 2.3.) te se primjenjuje kod

sprjecavanja Sirokolisnih korova u poljoprivrednim kulturama (kukuruz, voénjaci).

C2H5—NH\‘/N\\(C|
|
N. ~N
GH,
NH—(lj—CH3

CH,

Slika 2.3. Strukturna formula terbutilazina

Njegov raspad u vodi je spor dok mu je brzina razgradnje u tlu u izravnoj vezi s
povecanjem temperature. KoriStenjem terbutilazina moguce je izazvati zagadenje zraka,

vode, tla, a naposlijetku i hrane. Utjecaj na ljude mu je vrlo tesko utvrditi (EFSA, 2011).



23 MEHANIZAM DJELOVANJA HERBICIDA

Herbicidi u biljku mogu dospijeti:
1) kroz list
2) kroz korijen

Sredstvo dolazi na povrSinu lista te kroz kutikulu, epidermu i palisadni parenhim
prodire do floema, dalje se preko asimilata sistemati¢no translocira do mjesta djelovanja.
Prskanjem po povrsini ili unosenjem u tlo odvija se postupak djelovanja herbicida kroz
korijen. Za aktivaciju sredstva potrebne su oborine. Korovna biljka upija herbicid nakon
Sto ga je kiSa svojim djelovanjem dovela do zone korijena korovne biljke. Uz prisutnost
vode, herbicid moze prodirati kroz epidermu u endodermu primarne kore preko ksilema,

gdje uzlaznim kretanjem vode u biljci dospijeva do mjesta djelovanja (Hornsby, 1996).

Herbicidi su sposobni zaustaviti ili usporiti zivotno vazne fizioloske procese biljke te se
s glediSta utjecaja na fizioloSke procese mogu podijeliti u sljedeée grupe (Balicevi¢ i
Ravli¢, 2014):
o Inhibitori acetolaktat sintaze (ALS)
o Inhibitori acetyl CoA karboksilaze (ACCase)
o Inhibitori biosinteze karotenoida
o Inhibitori DHP (dihidropteroat) sintaze
o Inhibitori diobe stanica
o Inhibitori EPSP sintaze
o Inhibitori fotosinteze u fotosustavu |
o Inhibitori fotosinteze u fotosustavu Il
o Inhibitori glutamin sintetaze
o Inhibitori protoporfirinogen oksidaze (PPO)
o Inhibitori sinteze lipida
o Inhibitori sinteze stanicne stjenke (celuloze)

o Sintetski auksini (regulatori rasta ili hormonski herbicidi)



Inhibitori acetyl CoA karboksilaze (ACCase) prekidaju sintezu masnih Kiselina,
uzrokuju izostajanje razvoja novih listova, razvijeno liS¢e poprima crvenkastu boju, biljke
ugibaju za 10-14 dana (Duke i Nenyon, 1988; Wilkinson, 1988).

Inhibitori acetolaktat sintaze (ALS) zaustavljaju sintezu proteina i nukleinskih kiselina,
uzrokuju prestanak rasta i klorozu, za 1 do 4 tjedna dolazi do pojave nekroza (Ridley,
1982).

Inhibitori fotosinteze u fotosustavu Il temelje se na ometanju prijenosa elektrona u
fotosustavu Il, pojavi kloroze na rubovima listova, te u konac¢nici nekroze (Trebst, 1987).

Inhibitori fotosinteze u fotosustavu | - ometaju prijenos elektrona u fotosustavu |.

Inhibitori protoporfirinogen oksidaze (PPO) oksidiraju protoporfirinogen 1X u
protoporfirin IX , u prisutnosti svjetla stvara kisikove radikale, dolazi do kloroze, kasnije i
do nekroze.

Inhibitori biosinteze karotenoida dovode do destrukcije klorofila, blijedenja biljaka,
zaostajanje u rastu i ugibanje.

Inhibitori EPSP sintaze inhibicijom enzima 5-enolipiruvil Sikimat-3-fosfat sintaze
sprjeCavaju sintezu aromatskih aminokiselina (Duke, 1988) zaustavlja rast, uzrokuje

klorozu na listovima, starije lis¢e pocrveni, na kraju ugiba.



24  PERZISTENTNOST HERBICIDA

Sposobnost odrzavanja herbicida u tlu, vodi ili biljkama, odnosno stupanj njihove
odrzivosti u prirodnim uvjetima definiramo kao perzistentnost. To je mjera kojom se
izrazava koliko dugo sredstvo ostaje u aktivnoj formi na mjestu tretiranja ili u okolisu.
Razli¢iti su periodi zadrzavanja herbicida u tlu, od nekoliko dana do nekoliko godina
(Ostoji¢, 2003a; Hornsby et al., 1996; Piotrowicz-Cieslak i Adomas, 2012.). Herbicid bi se
u tlu u aktivnom stanju trebao dovoljno dugo zadrzati kako bi djelovao ucinkovito na
suzbijanje korova, ali dovoljno kratko da bi se smanjilo stetno djelovanje na Covjeka i
okoli§. Perzistentnost herbicida poZzeljna je osobina koja omogucuje njihovo duze

rezidualno djelovanje, a time i uspjesniju zastitu od korova.

S druge strane perzistentni herbicidi mogu imati i nepozeljne u¢inke kao $to su
(Balicevi¢ i Ravli¢, 2014):
a) Stetan utjecaj na osjetljive kulture u plodoredu,
b) suzavanje plodoreda, a time i izbora herbicida,
c) doprinos akumulaciji herbicida u tlu i biljnim proizvodima u naknadno posijanim
kulturama i

d) nepovoljan utjecaj na mikroorganizme u tlu.

Na perzistentnost herbicida u tlu utjecu razli¢iti ¢imbenici kao §to su njihova
stabilnost, koncentracija, oblik formulacije, tip tla, sadrzaj organske tvari, mikroorganizmi,

temperatura, klima, padaline i sli¢no (Ostoji¢, 1987).



2.5 GUBICI HERBICIDA

Dospijece herbicida u tlo podlozno je razli¢itim procesima gubitaka do kojih dolazi
prilikom ispiranja u dublje slojeve, isparavanja, apsorpcije od strane biljke te tijekom
adsorpcije na minerale i organske koloide iz tla $to se vidi na slici 2.4. (Balicevi¢ i Ravli¢,
2014).

Gubitak —
.‘ - Razgradnja —————»
| -
,
v Volatizacija
Fotodegradacija I
HERBICIDI

ERmATATATAzcazazazazs
o
s AR A

Mikrobiolofka

razgradnja
Kemijska
razgradnja

Slika 2.4. Gubici i razgradnja herbicida (Balicevi¢ i Ravli¢, 2014)

Ispiranjem u dublje slojeve herbicidi postaju nedostupni biljkama, a gubici mu
ovise 0 topljivosti u vodi, koli¢ini vode te uspjesnosti adsorpcije herbicida na koloidne
Cestice tla. Isparavanje herbicida podrazumijeva se tijekom i nakon njegove primjene.
Intenzitet ovisi o kemijskim svojstvima herbicida i meteoroloskim ¢imbenicima atmosfere
kao $to su vlaznost, tlak i temperatura zraka te vjetar. Molekule herbicida adsorbiraju se na
minerale i organske koloide tla. Tla bogata organskom tvari imaju veliku mo¢ adsorpcije

herbicida, $to ukazuje da adsorpcija herbicida ovisi 0 vrsti tla (Kubiak et al., 2008).



26 UTJECAJPESTICIDA NA ZDRAVLJE LJUDI

Velika toksi¢nost pesticida zahtjeva paznju prilikom primjene, pakiranja i
proizvodnje. Pesticidi se od davnina primjenjuju u razli¢itim podruc¢jima, od poljoprivrede,
Sumarstva pa sve do javnih ustanova ukljucujué¢i poslovne zgrade, restorane, Skole,
parkove, golf terene te uz ceste, pruge i dalekovode. Istrazivanjem je utvrdeno kako se
veliki broj pesticidnih spojeva nalazi u vodama, okolisu, zraku, magli, kisi i tlu (Schulze et

al., 1997).

Obzirom kako se pesticidi nalaze svuda oko nas, postoji i opasnost od unosenja
pesticidnih spojeva u tijelo Covjeka. Postoje tri naCina unoSenja pesticida u tijelo ljudi:
oralno, dermalno te udisanjem. Oralno unosenje pesticida se oc¢ituje prilikom konzumacije
hrane i pi¢a u kojima su sadrzani pesticidi. Udisanje pesticida nastupa kada se Covjek
nalazi u okolisu u kojem postoje pare, acrosoli ili male Cestice pesticida. U neposrednom
dodiru s pesticidima dolazi do dermalnog na¢ina unosenja pesticida u tijelo. U razvijenim
zemljama postoje propisi koji odreduju nain uporabe pesticida te je obvezna provjera

utjecaja pesticida na ziva bic¢a (Bolognesi i Merlo, 2011).

Glavni nacin unosa herbicida tj. dermalno, Stetno djeluje na kozu te pri tome moze
uzrokovati kozni osip i kontaktni dermatitis, takoder mogu nastati astmati¢ni napadaji ili
cak anafilakticki Sok. Klorfenoksi-herbicidi uzrokuju glavobolju, vrtoglavicu, nervozu,
netoleranciju na hladnocu, dispneju, a u tezim sluajevima urodene mane, rak, sarkom
mekog tkiva, ne-Hodgkinov limfom (non-Hodgkin, NHL) i Hodgkinov limfom (Curtis,
2001). Pri kroni¢noj izlozenosti triazinskim herbicidima dolazi do gubitka na teZini, pojave
zlo¢udnih tumora mlijeéne Zlijezde kod Zena, adenokarcinoma 1 karcinosarkoma te

smanjene reprodukcije (Krieger, 2001).
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Slika 2.5. Relativha apsorpcija pesticida u ljudskom tijelu

(http://www.agf.gov.bc.ca/pesticides/b_2.htm)

Na slici 2.5. prikazana je relativna adsorpcija pesticida u ljudskom tijelu u odnosu

na podlakticu. Najveca adsorbcija pesticida, koja je ¢ak 11,8 puta veca od adsorbcije na

podlaktici, odvija se u genitalnom podrucju. Trovanje pesticidima najéesce je uzrokovano

upotrebom zastitne opereme koja nije zadovoljavajuca za primjenu prilikom koristenja
pesticida. Takoder se trovanje javlja kao posljedica ne postivanja zakonskih propisa i

regulativa (Bolognesi i Merlo, 2011). Utjecaj pesticida na ljudsko zdravlje jo§ nije u

potpunosti istrazen, stoga je remedijacija pesticida s oneci$¢enih lokaliteta izrazito vazna.
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2.7 ENZIMI KAO BIOKATALIZATORI

Mnogi procesi u prehrambenoj, kemijskoj i farmaceutskoj industriji zasnivaju se na
bioprocesima. Bioloski materijal bioprocesa su stanice mikroorganizama, zivotinja, biljaka
te njihovi dijelovi tj. enzimi u svrhu novih produkata ili uklanjanja toksi¢nih tvari iz
otpadnih tokova (Faber, 2011). Aktivni dio stanica su enzimi koji predstavljaju bioloske
katalizatore jer ubrzavaju reakcije u zivim organizmima. Za njihov rad potrebno je
odrzavati bioloSke uvjete (pH, temperatura, razrijedenje vodene otopine, atmosferski tlak).
Uvjeti moraju biti strogo kontrolirani jer bioloski materijal ne podnosi ekstremne tlakove i

temperature, moraju se odrzavati uvjeti u podru¢ju u kojem je materijal stabilan i aktivan.

Primjenom enzima povecava se produktivnost procesa, smanjuje se potrosnja
reaktanta te koliina nastalog otpada, ne koriste se toksi¢ne sirovine i nastaju proizvodi
visoke kakvoce (Giorno i Drioh, 2000). Trenutno je zabiljezeno oko 3200 enzima prema
International Union of Biochemistry, a pretpostavlja se da ih u prirodi postoji oko 25 000.
Medutim, manji dio enzima koji je dosada istrazen (priblizno njih 300, §to je oko 10 %)
dostupan je na trzistu (Schmid et al., 2001). Enzimi kao biokatalizatori se koriste u dva
osnovna oblika: kao procis¢eni enzimi i kao enzimi u cijelim stanicama. Enzimi su
katalizatori u bioloskim sustavima, dakle ubrzavaju kemijsku reakciju pri ¢emu se ne trose,

niti se mijenjaju.

Pokazuju tri glavna tipa selektivnosti:
1) kemoselektivnost - djeluju na jedinstveni tip funkcionalne skupine,
2) regioselektivnost - razlikuju funkcionalne skupine koje su smjestene u razli¢itim
podrucjima iste molekule supstrata i
3) enantioselektivnost - enzim prepoznaje svaki oblik kiralnosti prisutan u supstratu

stvaranjem enzim-supstrat kompleksa (Faber, 2011).

Enzimi imaju veliku djelotvornost s obzirom na neenzimske reakcije, a primjenjuju
se u malim koncentracijama 10 — 10 %. Izrazito su prihvatljivi za okoli§ obzirom da su
biorazgradivi, proizvode se iz obnovljivih izvora te stvaraju malo otpada. Osnovni
problemi koji se javljaju kod enzima su visoka cijena prociS€avanja i izolacije, te

inaktivacija zbog promjene bioloskih uvjeta (Faber, 2011).
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Kako se proces katalize odvija na aktivnom mjestu enzima, djelovanje
biokatalizatora zapocinje tvorbom kompleksa sa supstratom. U kompleksu enzim je vezan
uz supstrat Van der Waalsovim 1 elektrostatskim silama, vodikovim vezama ili rjede,
kovalentnom vezom. Kompleksiranje mora biti brzo i reverzibilno tako da se produkt
odvaja od enzima odmah nakon reakcije i oslobada enzim za daljnje kataliticko djelovanje
(Schmid et al., 2001). Postoje dva modela interakcije enzima i supstrata. Jedan od njih
predlozio je E. Fisher 1894. Prema njegovoj teoriji enzim je komplementaran prijelaznomu
stanju, tj. onomu kemijskom obliku koji supstrat mora poprimiti pri prelasku u produkt
reakcije, pa je upravo to razlogom ubrzanja reakcije. Enzim dakle moZe promijeniti oblik

aktivnog mjesta pod utjecajem strukture supstrata (slika 2.6.), takav proces naziva se

inducirano pristajanje (Faber, 2011).

l |:. K_ Enzim mijenja mjesto
Supstrat kako se supstrat vefe

Produkti ‘
N

= =

Ulazak supstrata u Kompleks Produkt napuita
aktivio mjesto enzima enzim-supstrat aktivno mjesto enzima

Slika 2.6. Enzimski katalizirane reakcije (Faber, 2011)

Razlikuju se:
o oksidoreduktaze (kataliziraju bioloske reakcije oksidacije i redukcije),
o transferaze (kataliziraju prijenos funkcionalnih skupina),
o hidrolaze (kataliziraju reakcije hidrolize),
o liaze (kataliziraju reakcije eliminacije uz stvaranje dvostruke veze ili adicije na
dvostruku vezu),
o izomeraze (kataliziraju pregradnju unutar molekula) i

o ligaze (kataliziraju stvaranje veze uz istovremenu hidrolizu ATP-a).
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Enzimi koji kataliziraju reakcije oksidacije i redukcije prijenosom vodikovog ili
kisikovog atoma ili elektrona od jednog supstrata do drugog u bioprocesima nazivaju se
oksidoreduktaze (Humell, 1999). Oksidoreduktaza i hidrolaza (Meulenberg et al., 1997)
imaju sposobnost oksidacije supstrata ili njegove djelomicne razgradnje.

U organskim sintezama velika se vaznost pridaje oksidoreduktazama, zbog velikog
broja supstrata s kojima reagiraju te zbog enantio-, regio- i stereo- selektivnih svojstava
(Sariaslani i Rosazza, 1984). Takoder se primjenjuju za sintezu lijekova, steroida,
polimera, oksidativnu razgradnju onecis¢ujuc¢ih tvari, te za konstrukciju biosenzora za

razli¢ite analitike i klinicke primjene (May, 1999).
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2.8 BIOKATALIZATORI U INDUSTRIJI

Siroka moguénost primjene i sposobnost kataliziranja §irokog raspona kemijskih
reakcija jedna je od odlika enzima, no primjena im je ograni¢ena komercijalnom
dostupnoséu (Zaks, 2001). Odabir dobrog biokatalizatora podrazumijeva poznavanje
potreba trziSta, kriterija Samog proizvoda cijene, funkcionalnosti, kvalitete, sigurnosti te
isplativosti procesa. Klju¢ni kriterij je cijena biokatalizatora, kako bi bio isplativ, no prije
svega mora biti siguran za upotrebu ukljucujuci proizvodace i korisnike biokatalizatora.

Industrijska biotehnologija se upotrebljava u brojnim industrijskim sektorima
primjerice u prehrambenoj industriji (proizvodnja stoéne hrane), papirnoj (celuloze i
papira), koznoj, tekstilnoj, proizvodnji detergenata i energije na izmjenama Skroba i masti
u prehrambenom sektoru (Kirk et al., 2002), kao i kod proizvodnje organskih spojeva,
aminokiselina i vitamina fermentacijom (Frazzetto, 2003). Idealni biokatalizator mora
zadovoljiti kriterije poput: visoke volumne aktivnosti, selektivnosti, specificnosti supstrata,
niske cijene, jednostavnog uvecanja procesa i puStanja u pogon, reproduktivnosti i

pouzdanosti, veliku trzisnu potrebu i vrijednost (Hoeks et al., 1995)

29 KOFAKTOR

Kako bi postigli svoje specifi¢no djelovanje veliki broj enzima zahtijeva kofaktor.
Katalizatori oksidacijskih i redukcijskih reakcije, oksidoreduktaze, te ligaze, koje
kataliziraju sintezu ili razgradnju kompleksnih spojeva, zahtijevaju koenzime za svoju
aktivnost. Izmedu razli¢itih paralelnih reakcija kao transportni metaboliti djeluju koenzimi
te prenose vodik, kisik ili elektrone s jedne strane, tj. molekule ili atome s druge strane
(Vasi¢ — Racki 1 Wichmann, 2005).

Kofaktor je neproteinska molekula vezana ¢vrstim ili slabim vezama za enzim i
nuzna je za njegovu aktivnost. Razlikujemo organske i anorganske kofaktore. Esencijalni
metali kako jo§ nazivamo anorganske kofaktore, mogu biti slabo vezani aktivacijski ioni ili
metalni ioni metaloenzima koji su ¢vrsto vezani. U organske kofaktore ubrajaju se
koenzimi slabo vezani na enzim i prostetske ¢vrsto vezane molekule (Drauz, 2012).
Kofaktor prenosi vodik, kisik ili elektrone s jedne odnosno atome s druge strane izmedu

paralelnih reakcija, djeluje kao transportni metabolit.
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2.10 BIOREMEDIJACIJA

Proces bioremedijacije odvija se uz prisutnost mikroorganizama, prirodnim
procesom mikrobioloSke razgradnje odnosno interakcijom mikroorganizama i sastojaka
otpada. U procesu bioremedijacije odvijaju se tri razli¢ita procesa (Von Sperling et al.,
2007).

Proces oksidacije:

COHNS(organska tvar) + O, + bakterije - CO,+ NH3+ ostali produkti + energija
Proces biosinteze:

COHNS(organska tvar) + O,+ bakterije = C,H;NO2(nove stanice)

Proces autooksidacije:

CsH;NO,(ove stanice) + 5 O, 25 CO,+ NH3+ 2 H,0 + energija

Bioremedijacijski se postupci opéenito mogu podjeliti na ex situ i in situ postupke.
Ex situ postupci ukljucuju koristenje bioreaktora, biofiltara i postupak kompostiranja kako
je prikazano na slici 2.7. Bioremedijacija in situ ukljucuje bioventiliranje, bioprskanje i
biostimulaciju (Frazar, 2000). Krajnji produkti bioremedijacije trebaju biti CO, i H,O bez
stvaranja meduprodukta, te obje metode ukljucuje uvodenje kisika u propusno tlo radi
povecanja aktivnosti aerobnih mikroorganizama. Kod primjene bioreaktora otpadna
one¢iS¢ena voda kapa na ¢évrstu podlogu koja je kolonizirana mikroorganizmima.
Mikroorganizmi razgraduju onecisc¢ujuce tvari, a prije nego se produkt razgradnje ukloni,

vazno je odrediti koncentraciju mikroorganizama u njemu.

1 ry
/L 1. ulazna struja
H\""\.\ - .
T S 2. cirkulacija vode
2 3. izlazna struja
4. zrak
2 5. nosad

O 6. biotalog
I,--Lq,\l 4 T T L I T
~ 7 3

_\\\_ /f

Slika 2.7. Bioreaktor (Dokic et al., 2012)

16



Zatvorena posuda gdje se mijesaju onecis¢eni medij, dodaci i mikroorganizmi je
drugi tip reaktora koji se Cesto primjenjuje. Upravo zatvoreni sustav omogucava kontrolu
parametara kao Sto su pH te kisik. Nakon mijeSanja s kisikom kako bi proces bio aeroban,
otpadni medij se uvodi u sustav (slika 2.8.). Ovi se bioreaktori upotrebljavaju za obradu
onecisc¢enog tla, pri ¢emu se voda dodaje u tlo te se nastala emulzija dalje obraduje (Frazar,
2000). Navedeni sustavi najéeSée se primjenjuju za prociséavanje voda pri ¢emu Se
upotrebljavaju crpke za uklanjanje onecisé¢ene vode iz vodonosnika. Onecis¢ena voda se
crpkama odvodi u bioreaktor u koji se dodaju hranjive tvari i elektron-donori da bi se
povecala razgradnja autohtonim mikroorganizmima. Ako obradena voda nije zadovoljila
trazene kriterije Cistoce, sprema Se u spremnike ili se recirkulacijom vrac¢a u novi ciklus uz
dodatak novih hranjivih tvari. Proces se nastavlja dok se ne zadovolje zadani kriteriji
¢is¢enja (Quintero, 2006).

podeSavanje nutrijenta podeSavanje pH
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C)i‘ v bodzemne vode —»

ponovno punjenje

v 1
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A
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Slika 2.8. Bioremedijacija in situ (Frazar, 2000)
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Sve veci interes se javlja za primjenu gljiva kao bioremedijacijskih sredstava
(Reddy, 1995; Cameron i Aust, 1999; Cameron et al., 2000; Pointing, 2001).

Posebno zanimanje je vezano za gljive bijelog truljenja, koje su sveprisutne u
nasem okruzenju, a jedinstvene su medu eukariotskim i prokariotskim mikroorganizmima.
Utvrdeno je da gljive bijelog truljenja iz roda Phanerochaetae ucinkovito razgraduju
toksi¢ne tvari. Vecina istrazivanja provedena je s vrstom Phanerochaete chrysosporium
(slika 2.9.), koja razara postojane spojeve, dok su Phanerochaete sordida, Pleurotus
ostreatus, Phellinu weirii i Polyporus versicolor pokazali dobre rezultate u laboratorijskim

uvjetima jer mogu razgraditi klordan, lindan i DDT (Barr i Aust, 1994).

Slika 2.9. Phanerochaete chrysosporium
(https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Phanerochaete_chrysosporium)
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2.11 FITOREMEDIJACIJA

Fitoremedijacija je definirana kao zelena tehnologija zbog primjene biljaka za
razgradnju razlicitih onecis¢ivaca (Salt et al., 1995; Garbisu et al., 2002, Cycofia et al.,
2009). Smatra se da je mehanizam transporta i razgradnje organskih oneci$¢ivaca u
biljkama sljedeci: sustav korijenja utjece na fizicka i kemijska svojstva tla,pri ¢emu dolazi
do znatnog povecanja populacije mikroorganizama i razli¢itosti populacije. Nakon toga
slijedi opskrba krajeva korijenja metabolitima razgradnje, stimulacija i humifikacija te
naposljetku upijanje i unos u biljku te translokacija (Giinther et al., 2000). Biljke se
zapravo koriste kao katalizatori za poja¢avanje mikrobnog rasta i aktivnosti $to u konacnici
pojacava potencijal biorazgradnje.

Fitoremedijaciju, koja se smatra najmanje $tetnom metodom, mozemo podijeliti na
fitoekstrakciju, rizofiltraciju, fitorazgradnju i fitostabilizaciju. Postupak u kojemu biljka
koja ima sposobnost akumulacije transportira onecis¢ivac iz tla te ga pohranjuje u svoje
tkivo naziva se fitoekstrakcija. Rizofiltracija je postupak pri kojemu korijen biljke
adsorbira toksine iz vode. Fitorazgradnja se definira kao postupak pri kojemu biljke ili
mikroorganizmi razgraduju onecis¢ivac. Fitostabilizacija je naziv za postupak kod kojeg se
oneciséivac veze u strukturu biljke upijanjem, pri ¢emu se smanjuju migracije oneciséivaca
kroz tlo (Poki¢ et al., 2012). Kada biljka transformira organske oneciS¢iva¢e u manje
toksicne, sporije i nestabilnije molekule, dolazi do procesa fitotransformacije. Proces
fitotransformacije ukljucuje fitorazgradnju pri ¢emu biljka enzimima cijepa organsku
molekulu koju naposljetku izlucuje kroz lis¢e u zrak. Na taj se nacin jedan onecis¢ivac

zamjenjuje drugim. Fitotransformacija nastaje kada biljka transformira organska

vvvvv

vvvvv

vvvvv

vodonosnika (Frazar, 2000).
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3. PREGLEDNI DIO

Bioremedijacija je bioloski proces koji Cisti zagadene stanice te ima potecijal da
bude jeftinija i ekoloski prihvatljivija. Temelji se na bioloSkim sustavima kao $to su
bakterije, gljive, biljke i enzimi te kao takva ima moguénost mijenjati kemijsku strukturu
oneciS¢enja u manje opasan konac¢ni produkt (Gianfreda i Rao, 2004). Bakterije i gljive su
glavni mikroorganizmi koji imaju sposobnost razgradnje herbicida. Vrsta Pseudomonas
degradira veliki broj razli¢itih herbicida. 1985. godine otkriveno je da gljiva bijelog
truljenja Phanerochaete chrysosporium ima sposobnost razgradnje veéeg broja
onediséujuéih tvari u okolidu zbog lignolitickih enzimima koje sadrzi (Sasek, 2003; Gadd,
2001; Paszczynski i Crawford, 1995). Upravo se zbog svog nespecificnog nacina
razgradnje sve vise koriste u bioprocesima obrade otpadnih voda, razgradnje organskih i
aromatskih oneciS¢ujucih tvari, eksploziva i1 pesticida (Wesenberg et al., 2003). Mnoga
istrazivanja takoder su provedena na drugim vrstama gljiva bijelog truljenja (Bending et
al., 2002).

Sve je vee zanimanje za gljive bijelog truljenja (Asgher et al., 2008; Silva Coelho-
Moreira et al., 2013) zbog posjedovanja specifi¢nih i nespecifi¢nih enzimskih sustava koji
degradiraju lignin i one¢iS¢ujuée tvari. Enzimi se mogu koristiti u mnogim procesima
remedijacije i ciljano djelovati na onecis¢ujuce tvari (Karam i Nicell, 1997; Duran, 1997a;
Duran, 1997b). Lignoliticki enzimi su skupina enzima koji kataliziraju oksidacijsku
depolimerizaciju tj. razgradnju lignina (Kirk i Tien, 1998). U tu skupinu enzima ubrajamo
lignin peroksidazu (LiP), mangan peroksidazu (MnP) i lakazu (Lacc). Ve¢ spomenute
gljive bijelog truljenja su jedini poznati mikroorganizmi koji su razvili kompleksan
enzimatski sustav koji im omoguéava razgradnju lignina (Maciel et al., 2013).

Za funkcioniranje LiP potrebna su jo§ dva metabolita koje gljiva sama proizvodi, a
to su vodikov peroksid i veratril alkohol. MoZe djelovati na podlogama s visokim redoks
potencijalom te je zbog toga klju€an enzim za razgradnju organskih oneciS¢enja. MnP je
enzim koji je po svom djelovanju slican LiP, ali nema sposobnost djelovanja na podlogama
visokog redoks potencijala.

Studije pokazuju kako su enzimi odgovorni za transformaciju postojanih
onecis¢ujuc¢ih molekula, ukljucujuéi otrovne herbicide (Marcos-Urrea i Reddy, 2012).
Primjenom nesterilnih supstrata P. chrysosporium pokazani su znacajni ucinCi na
razgradnju nekoliko herbicida medu kojima i bentazon. Bajerkandera adusta pokazaola je

takoder veliku sposobnost razgradnje molekula zagadivaca, posebno policiklickih
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aromatskih ugljikovodika i sinteti¢kih boja (Heinfling et al., 1997). Gljive iz roda Pleurtus,
poznate su kao dobri proizvodaci lignolitickih enzima uglavnom lakaze i mangan
peroksidaze (Tychanowicz et al., 2004). Trameter versicolor u kombinaciji sa razli¢itim
posrednicima provodi razgradnju herbicida, pa tako lakaza iz T. versicolor uz prisutnost
medijatora MnSO, i Tween 80 postize visoki postotak razgradnje. Takoder su ispitani
Coriolopsis fulvocenerea, Cerrena maxima i Coriolus hirsutus te su autori pronasli kako je
najbolja razgradnja postignuta kod onih gljiva koje proizvode lakazu (Gorbatova et al.,
2006). Smanjenje kocentracije bentazona potvrdeno je primjenom Ganoderma lucidum
kulture. Bending i suradnici (2002) su utvrdili kako Hypholoma fasciculare ima
sposobnost degradacije triazinskih herbicida, terbutilazina.

Nije uoc¢ena znacajna razlika izmedu gljiva bijelog truljenja u njihovoj sposobnosti
razgradnje pesticida, ali moze se zamjetiti ovisnost vrste gljiva o razgradnji odredenih
pesticida. 1z toga proizlazi da mehanizam razgradnje ovisi o kemijskom sastavu. U
dosadasnjim istrazivanjima uocena je povezanost aktivnosti mangan-peroksidaze i lignin-
peroksidaze, koje proizvodi Phanerochaete chrysosporium, sa smanjenjem koncentracije
herbicida (Castilo et al., 2000; Castilo et al., 2001).

Osim lignolitickih enzima ujedno su istrazivani i ostali enzimi koji se mogu Koristiti
za razgradnju herbicida. Takoder je ispitivana mogucnost koriStenja organofosforne
hidrolaze (OPH) za katalizu reakcije hidrolize organosfosfornih spojeva. Primjena OPH u
procesima detoksifikacije prilicno je ograni¢ena zbog visoke cijene enzima i njegova
kratkog Kkatalitickog poluzivota (Mansee, 2005). Ujedno je moguée uklanjanje
onecis¢ujuce tvari iz okolisa pomocu enzima biljnog porijekla, odnosno postupcima
fitoremedijacije. Gramms i suradnici (1999) su istrazivanjem izlucivanja enzima iz 12
biljnih vrsta pokazali da mahunarke, trave i pomocnice (Solanaceae) uéinkovito ispustaju
oksidaze i hidrolaze u tlo putem korijenja. Oba postupka bioremedijacije temelje se na
proizvodnji ekstracelularnih enzima 1/ili cijelih stanica. U€inkovitost procesa obrade vode
ovisi 0 optimalnim uvjetima rada kao $to su pH, temperatura, koncentracija biokatalizatora
te koncentracija herbicida koji neposredno utjeu na brzinu reakcije (Okpokwasili i
Nweke, 2005). Pregledom literature pronadeno je mnostvo metoda za uklanjanje herbicida
iz tla. U nastavku rada ¢e sistematizirano biti opisane metode za uklanjanje bentazona,

terbutilazina i pendimetalina.
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3.1 METODE UKLANJANJA BENTAZONA I1Z VODE

Bentazon kao kemijski relativno inertan te neki od njegovih metabolita (2-amino-
N-izopropil-benzamid, AIBA; desizopropil-bentazin (engl. des-isopropyl-bentazon); 8-
kloro-bentazon) inkubirani su s enzimima, lakazom ili peroksidazom koje proizvodi
Polyporus pinsitus, u prisutnosti ili bez humusnih monomera. Gvajakol (engl. guaiacol) i
ferulna kiselina (engl. ferulic acid) koriSteni su kao eleketron-donor kosupstrata te se
pokazalo da pospjesuju razgradnju bentazona.

Reakcija bentazona s gvajakolom u prisutnosti lakaze ili peroksidaze bila je gotovo
potpuna nakon 30 minuta. 6-hidroksi i 8-hidroksi bentazon su u potpunosti transformirani
svakim enzimom sa i bez kosupstrata. Pri pH 3,0 u prisustvu lakaze i gvajakola,
koncentracija bentazona i njegovih metabolita smanjila se za 27%, 57%, 20% i 4% (tablica
3.1).

Tablica 3.1. Reakcija bentazona i njegovih metabolita s gvajakolom i ferulnom kiselinom u
prisutnosti Polyporus pinsitus- lakaza (Kim et al., 1998)

SPQOJ % TRANSFORMACIJE LAKAZOM
Kontrolna Gvajakol Ferulna kiselina

pH 3,0 pH 5,6 pH 3,0 pH 5,6 pH3,0 pH5,6
Bentazon 0 0 27 0 9 0
6-hidroksi-bentazon 100 100 100 100 100 100
8-hidroksi-bentazon 100 100 100 100 100 100
AIBA 6 0 57 34 16 40
Des-izopropil- 0 0 20 3 12 0
bentazon
8-kloro-bentazon 0 0 4 3 0 0

U tablici 3.2. je prikazana razina transformacije s peroksidazom, pri pH 3,0, bila je
9%, 70%, 30% 1 5%. Transformacija je smanjena povecanjem pH vrijednosti. Pri niskom
pH, hidroksi-bentazoni su potpuno transformirani. Transformacija bentazona lakazom

povecanje je povecanjem koncentracija gvajakola (Kim et al., 1998).
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Tablica 3.2. Reakcija bentazona i njegovih metabolita s gvajakolom i gerulnom kiselinom
u prisutnosti Polyporus pinsitus - peroksidaza (Kim et al., 1998)

SPQOJ % TRANSFORMACIJE PEROKSIDAZOM
Kontrolna Gvajakol Ferulna kiselina

pH 3,0 pH 5,6 pH 3,0 pH 5,6 pH3,0 pH56
Bentazon 6 0 9 0 19 0
6-hidroksi-bentazon 100 100 100 100 100 100
8-hidroksi-bentazon 100 100 100 100 100 100
AIBA 10 11 70 10 30 40
Des-izopropil- 10 12 30 5 15 13
bentazon
8-kloro-bentazon 5 0 5 0 10 12

Li i suradnici (2008) opisuju metodu koja objasnjava razgradnju atrazina i
bentazona te njihove kombinacije u podruéju rizosfere kukuruza i na ne-rizosfernim tlima.
Rizosferna zona, odnosno zona mikrobne aktivnosti je u neposrednoj blizini korijena biljke
(Curl 1 Truelove, 1986). Vrlo je vjerojatno da rizosfera ima potencijal za ubrzavanje
biorazgradnje organskih onecis¢ujucih tvari (Anderson et al., 1993).

Metoda uklanjanja herbicida provedena je izvedena uzimanjem uzoraka rizosfernog
tla od 50 g suhe mase koji je odmjeren u obujmu od 100 mL Erlenmeyerovom tikvicom.
Nakon toga pristupilo se autoklaviranju uzorka na temperaturi od 120°C, 30 minuta te tako
tri dana uzastopno. Iz takvog uzorka odredivano je vrijeme poluraspada kombinacije
atrazina i bentazona, kao i zasebno dodanih herbicida te smjesa atrazina, bentazona i

povrsinski aktivne tvari (Kim et al., 1998).
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Kinetika razgradnje herbicida opisana je jednadzbama 3.1. i 3.2.

m[%iz—ka—%Q (3.1)
0,693

ty == (3.2)

Gdje su:

c; —koncentracija herbicida u vremenu t

Co- poCetna koncentracija

k- konstanta razgradnje

tiag- faza zaostajanja u kojoj se ne javlja razgradnje

t1/o- vrijeme poluraspada

Konstanta razgradnje bentazona u rizosfernom tlu, RT, ne razlikuje se znacajno od
one u ne-rizosfernom, NRT. Vremena poluraspada bentazona u rizosfernom i ne-
rizosfernom tlu zabiljezena su nakon 20,2 i 19,9 dana te je na taj nacin pokazano krace
vrijeme poluraspada u odnosu na dosadasnja istrazivanja kod kojih su vremena
poluraspada iznosila od 38 do 88 dana. Pregledom literature (Li et al., 2008) pokazano je
kako se u autoklaviranim rizosfernim tlima bentazon nije znacajno razgradio, dok je bez
primjene autoklava razgradnja uspjesnija, i u rizosfernim i ne-rizosfernim tlima. Utvrdeno
je kako prisutnost zasadenog kukuruza na tim podru¢jima moze ubrzati razgradnju
bentazona.

Primjena kombinacije dvaju herbicida pokazala je povecanje vremena razgradnje u
usporedbi s pojedina¢nim herbicidom §to se vidi u tablici 3.3., dodavanjem povrSinski
aktivnih tvari zajedno sa kombinacijom atrazina i bentazona smanjuje vrijeme razgradnje
(Li et al., 2008).

Tablica 3.3. Vrijeme poluraspada bentazona (Li et al., 2008)

k[d™] ty2 [d] tiag [d]
BENTAZON
RT 0,03432 20,2 0
NRT 0,03475 19,9 6,8
RT antrazin-bentazon 0,02744 25,2 6,6
RT antrazin-bentazon-PAT 0,03233 21,4 4,2
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Cilj istrazivanja metode koju su razvili De Wilde i suradnici (2008) kako se navodi
u literaturi, bio je prikazati teorijske i eksperimentalne podatke o migraciji pesticida u
sustavu, kako bi se odredilo vrijeme zadrzavanja te razgradnja odabranih pesticida. Unutar
ba¢ve od 75 L zajedno s bentazonom napravljeno je deset smjesa te su dodani vrtni
kompost, kravlji izmet, treset, ilovaca, vrba i slama te izmijeSani u homogeni uzorak.
Unutar svih 10 smjesa dodan je promatrani herbicid te kalijev bromid, a ostale komponente
smjesa dodane su u razli¢itim koli¢ina Sto se moze vidjeti iz tablice 3.4. (De Wilde et al.,
2008).

Tablica 3.4. Sastav smjesa koristenih u metodi De Wildea i suradnika (2008)

[ka] smjesa Smjesa Smjesa Smjesa Smjesa sSmjesa sSmjesa Smjesa Smjesa Smjesa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vrtni = = - - - 8,17 14,71 - - 6,54

kompost

Kravlji - - - - - - - 3,23 1,29 3,23

izmet

Kokosova - - 2,57 5,13 - - 10,5 - 5,13 2,05

sjecka

Treset 5,36 9,44 5,25 9,44 5,25 - - 4 8,4 4,2

Slama 1,41 1,35 0,68 - 0,68 1,36 - 1,36 - 0,68

Sjecena - - - - 6,31 - - - - 1,262

vrba

Pjeskovita 30,24 6,04 30,27 6,04 30,23 30,15 6,04 30,18 6,04 6,04
ilovaca

Unutar uzorka uspostavljen je stalni protok vode. Svaka dva do tri dana uziman je
uzorak (engl. efluent) te su mjereni pH i koncentracija prisutnih pesticida. Kao
nereagirajuce sredstvo koriSten je kalijev bromid kako bi se odredili fizikalni parametri
migracije pesticida. Eksperiment je trajao sve dok koncentracije veéine pesticida nisu
postigle konstantnu vrijednost, otprilike 150 dana. Za opisivanje migracije pesticida u
promatranom uzorku koristen je model HYDRUS-1D (Simunek et al., 2005). Na temelju

Monodove kinetike proveden je izratun (Guimont et al., 2005) prema jednadzbi 3.3.:

oc o’c  oc .
R—=D—-v—- X)-c 3.3
o = V7, (1 X) (3.3)
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Homogenizirani uzorak koji sadrzi kravlji izmet postiZe bolju degradaciju pesticida.
Nakon tromjesec¢nog istrazivanja, koncentracija bentazona je znacajno opala kod svih deset
smjesa (tablica 3.5.). Najve¢i udio smanjivanja koncentracije bentazona zabiljezen je u
sluaju smjesa 7,9 i 10, gdje se koncentracija bentazona smanjila za 100%. Najmanje
smanjenje zabiljezeno je u smjesi 6 kod koje je dodano 8,17 kg vrtnog komposta, 1,36 kg

slame te 30,15 kg pjeskovite ilovace.

Tablica 3.5. Usporedni prikaz koncentracija bentazona u pocetnom stanju i nakon tri
mjeseca (De Wilde et al., 2008)

BENTAZON Pocetno Nakon 3 mjeseca Udio smanjenja u
stanje[mgkg™] [mgkg™] odnosu na pocetno
stanje
smjesa 1 1,3 0,53 59,23%
smjesa 2 2,5 0,04 98,40%
smjesa 3 0,97 0,07 92,78%
smjesa 4 1,48 0,02 98,65%
smjesa 5 1,13 0,57 49,56%
smjesa 6 0,38 0,25 34,21%
smjesa 7 0,22 0 100,00%
smjesa 8 1,3 0,3 76,92%
smjesa 9 1,33 0 100,00%
smjesa 10 0,39 0 100,00%

U jednom od radova koriStena je analiticka metoda ekstrakcije ¢vrste faze (engl.
solid-phase extraction) plinskom kromatografijom (engl. gas chromatography) i masenom
spektometrijom (engl. mass spectometer), tzv. SPE-GC-MS metoda, pri ¢emu je
analizirana degradacija 20 razli¢itih pesticida (Pecek et al., 2012). Brojne metode koriste
plinsku kromatografiju za odredivanje sadrzaja pesticida u analiziranom uzorku povrsinske
vode (Nevado et al., 2007; Wang et al., 2007).

Plinska kromatografija, GC, se Kkoristi za detaljno odredivanje ostataka pesticida u
vodi. U kombinaciji s masenom spektrografijom (MS) postize se bolja identifikacija i
kvantifikacija pesticida. Uzorci vode od 100 ml zakiseljeni su do pH 4 te dopunjeni
odgovaraju¢om koncentracijom pesticida. Uzorak iz kolone u kojemu se odvijala
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE) s etil-acetatom je uparen, dok je suhi ostatak otopljen u 1
mL acetona te 10 pL inertne otopine nakon iz Cega je analiziran koristenjem plinske

kromatografije i masene spektrometrije (Pecek et al., 2012).
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Kako bi se odredila ucinkovitost razgradnje bentazona, proveden je eksperiment
pomocu enzima gljive bijelog truljenja Phanerochaete chrysosporium. Bioreaktor (slika
3.1.) u kojem se provelo istrazivanje, sastojao se od dvije cilindri¢ne posude zatvorene
gumenim Cepovima i spojene staklenim cjevéicama. Cijela jedinica je sterilizirana, a
sastojala se od slame u jednoj posudi, dva sloja sterilne vune ispod i iznad slamnatog sloja
kako bi se poboljsala disperzija recirkulacijske tekuéine (Torstensson i Castillo, 1997).

Test je proveden u dvije serije A i B, po pet tretmana s razli¢itom koli¢inom dusika. U
bioreaktoru je proucavana razgradnja, utjecaj duSika i hidrauli¢ko vrijeme zadrZavanja.
Razgradnja se pokazala uspjeSnijom u prisutnosti manje dusika, na Sto ukazuje djelovanje

lignolitickog sustava gljiva.

&£

RO

Slika 3.1. Shema bireaktora u kojem se proucavala razgranja bentazona (Torstensson i
Castillo, 1997)

Uzorak slame, 2g suhe tvari, se dodao u Erlenmayerovu tikvicu do obujma od 100
mL te je u nju dodana otopina A, nakon ¢ega je autoklavirana na 121°C. Jedanaestog dana
dodano je 100 pg bentazona po 1 g suhe slame. Kulture su zatim isprane svaki tre¢i dan
sterilnim zrakom (Castillo et al., 2000). Mogu¢nost degradacije takoder pokazuje mangan
peroksidaza enzim koji koristi H,0, za katalizu oksidacije Mn?* do Mn** (Moen i Hammel,

1994). Mn®" oksalati difundiradju do podruc¢ja koje je nedostupno ostalim enzimima.
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Aktivnost mangan peroksidaze ovisna je o hidraulic(kom vremenu zadrzavanja i
veéem broju recirkulacija. Tako se kra¢im hidraulickim vremenom zadrzavanja postize
veca aktivnost, dok je kod lignin peroksidaze aktivnost bolja s ve¢im hidraulickim
vremenom zadrzavanja. Inhibicija aktivnosti lignin peroksidaze moze biti uzrokovana
prisutno$c¢u fenola i ekstrakta u slami. Za funkcioniranje potrebna su mu dva metabolita
koje gljiva sama proizvodi, to su vodikov peroksid i veratril alkohol, kao posrednici redoks
reakcije. Lignin peroksidaza moze djelovati na podlogama s visokim redoks potencijalom,
te su zbog toga klju¢ni enzimi za razgradnju organskih oneciS¢enja. Tekuéi uzorci iz
bioreaktora ubrizgani su u HPLC te na taj nadin analizirani. Gubitak organske tvari

odreden je vaganjem suhog supstrata prije i nakon ispitivanja (Castillo et al., 2000).
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3.2 METODE UKLANJANJA TERBUTILAZINA 1Z VODE

U svom su istrazivanju Pinto i suradnici (2012) procijenili sposobnost
biorazgradnje pesticida primjenom gljiva Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzae,
Lentinula edodes, Penicillium brevicompactum i Lecanicillium saksena. Biosmjesa koja se
sastoji od 10 kg tla te granuliranog pluta, zajedno s populacijom gljiva izoliranom iz
ilovace predstavljala je uzorak koji je kontaminiran s pesticidima (terbutilazin 1

pendimetalin).

Metoda biorazgradnje uz pomo¢ ovih gljiva pokazala je visoku ucinkovitost (slika
3.2.) sto je potvrdeno HPLC-UV analizom. Aspergillus oryzae postize 80%- tnu
uéinkovitost uklanjanja terbutilazina. Glavnu biolosku razgradnju postize Penicillium
brevicompactum, Lecanicillium saksena uklanja 99,5% pendimetalina iz tekuéine (slika
3.3.). Lentinula edodes pozala se kao gljiva s visokim potencijalom razgradnje pesticida,

izri¢ito pendimetalina i difenokonazola (Pinto et al., 2012).

Betaproteobacteria moze znac¢ajno djelovati na razgradnju terbutilazina (Caracciolo
et al., 2010). Identifikacijom uz pomo¢ PCR metode pokazalo se kako dvije vrste
Betaproteobacteria (Advenella incenata i Janthinobacterium lividum) mogu razgraditi
herbicide. PCR detekcija gena koji kodiraju s-triazin enzimima koji razgraduju
katabolickom aktivno$¢u enzima pokazala je prisutnost atzA i atzB gena u A. incenata i
atzB i atzC geni u J. lividum. Eksperiment koji je naveden u literaturi pokazuje razgradnju

herbicida mikrobioloskim putem i u sterilnim uvjetima.

29



100

% uklanjanja

Slika 3.2. Utjecaj gljiva bijelog truljenja na terbutilazin (Pinto et al., 2012)
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Slika 3.3. Utjecaj gljiva bijelog truljenja na pendimetalin (Pinto et al., 2012)

Na temelju rezultata pokazalo se kako je mikrobioloski utjecaj imao veci znacaj u
razgradnji od podataka dobivenih iz eksperimenta provedenog u sterilnim uvjetima. Inace
se terbutilazin pokazao kao iznimno postojan herbicid u podzemnim vodama, njegovo
vrijeme poluraspada bilo je u rasponu 263 i 366 dana upravo zbog nedostatka kisika, niske

temperature, odsustva svjetla u podruc¢ju gdje su podzemne vode (Navarro et al., 2004).
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Takoder jedna od metoda navedenih u literaturi koja se koristi za razgradnju
terbutilazina razvijena je od strane Carraciole i ostalih autora (2004). Cilj ove metode bio
je istaknuti ulogu mikrooorganizama u razgradnji terbutilazina te utjecaj uree na mikrobnu
razgradnju promatranog herbicida. Glavni razgradni produkti koji nastaju zbog prisutnosti
uree su hidroksi-terbutilazin koji nastaje dekloriranjem triazinskog prstena i desetil-
terbutilazin koji nastaje kada se odcijepe alkilni postrani¢ni lanci (Winkelmann i Klaine,
1991). Dakle, primjenom uree smanjila se degradacija terbutilazina te se pokazalo kako tla

bez prisustva dusika poti¢u bolju razgradnju (Gebendinger i Radosevich, 1999).
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3.3 METODE UKLANJANJA PENDIMETALINA 1Z VODE

Bakterija koja ima sposobnost razgradnje pendimetalina je izolirana iz uzoraka
zagadenog tla te je identificirana kao Bacillus lehensis XJU temeljena na 16S rRNA,
analizi genetske sekvence (More et al., 2015). Bioloska razgradnja pendimetalina slobodno
suspendiranih te imobiliziranih stanica B. lehensis je istrazivana na razli¢itim podlogama
kao §to su agar, alginat, poliakrilamid i poliuretanske pjena takoder. Stopa degradacije bila
je gotovo ista za slobodne i imobilizirane stanice u agaru i natrij alginatu (engl. sodium
alginate), dok su u poliakrilamidu (engl. polyacrylamide) i poluretanskoj pjeni (engl.
polyurethane foam) stanice degradirale 93 i 100 za 0,1% pendimetalina nakon 96 i 72 h
(slika 3.4.).

100

80

== K ontrolna

60 == S|lobodne stanice
N\ =
40 ——— Natrij alginat
\ \\\\ e Poliakrilamid
20 \\‘ Poliuretanska pjena
0 \

0 24 48 72 96
Vrijeme inkubacije [h]

Degradacija pendimetalina [mg]

Slika 3.4. Stopa degradacije pendimetalina (0,1%) u razdoblju 96 h (More et al., 2015)

Na veéim koncentracijama, kao $to je prikazano slikom 3.5., brzina razgradnje
slobodno suspendiranih stanica se smanjila dok su se imobilizirane stanice na
poliuretanskoj pjeni potpuno razgradile 0,2% pendimetalina u roku 96 sata. Razgradena
ponovljena smjesa imobiliziranih stanica poliuretanske pjene je ponovno uporabljena za 35
ciklusa bez gubitka 0,1% sposobnosti pendimetalina za razgradnju. Suprotno, agar, alginat

I poliakrilamid imobilizirane stanice se mogu ponovno Koristiti za 15, 18, i 25 ciklusa.
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Kada je koncentracija pendimetalina povec¢ana na 0,2% imobilizirane stanice se mogu

ponovno Koristiti, ali brzina razgradnje pendimetalina je smanjena.
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Slika 3.5. Stopa degradacije pendimetalina (0,2%) u razdoblju 96 h (More et al., 2015)

Imobilizirane stanice poliuretanske pjene pokazale su bolju toleranciju na promjenu
pH i temperature, nego slobodno suspendirane stanice i mogu se ¢uvati vise od 3 mjeseca
bez gubitka sposobnosti pendimetalina za razgradnju. Imobilizacija stanica koje su
sposobne razgraditi pendimetalin moze posluZiti kao idealna tehnika za potpunu razgradnju

herbicida u okolisu (More et al., 2015).

U radu Belal i Mohamed (2013) jedan soj mikroorganizama je izoliran iz tla koje je
prethodno tretirano sa pendimetalinom. Pri tome se koristila tehnika obogacivanja i
mikroorganizam je indetificiran je pomocu 16S rDNA kao Pseudomonas putida (E15).
Provedeno je ispitivanje utjecaja pH i temperature na sposobnost rasta navedenog soja.
Rezultati pokazuju da je optimalna temperatura 30°C, a pH 7 za rast soja pendimetalina. P.
putida je uporabljena da se utvrdi razgradnja pendimetalina iz medija mineralne
kapljevine. Poluzivot pendimetalina bio je 51,9 dana u neobradenom teku¢em mineralu. P.
putida i kompost su takoder evaluirani za detoksikaciju pendimetalina iz glinenog tla.
Ocjenjivana je efektivnost P. putida i kompost u razgradnji pendimetalina iz tla s

poluzivotom od 4,67 i 5 dana. U neobradenom tlu poluZzivot pendimetalina je 62,43 dana.
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Prisutnos¢u P. putida ili komposta u tlu pokazano je ukupno povecanje populacije
mikroorganizama. Nije otkrivena toksi¢nost pendimetalina u tlu biljke krastavca nakon
tretmana s P. putida ili kompostom. Pendimetalin je znacajno smanjio klijanje i poveéao
smrtnost sadnice krastavaca. P. putida i tretman kompostom povecavaju parametre rasta.
Stovise, ne postoji znacajna razlika koja je zabiljeZena u veéini rasta parametra izmedu P.
putida i tretmana kompostom. Abnormalan razvoj ksilem tkiva je uocen u tlu
kontaminiranom pendimentalinom uslijed fitotoksi¢nosti. Rezultati daju naslutiti da se
bioremedijacija primjenom P. putida i komposta moze smatrati efektivnhom metodom za
uklanjanjem pendimetalina iz tla.

Megadi i suradnici (2009) su bakteriju Bacillus circulans, koja ima sposobnost
razgradnje pendimetalina, izolirali iz kontaminiranog tla tehnikom obogacivanja kulture
(engl. enrichment culture technique). Organizam je rastao na pendimetalinu kao izvoru
ugljika te je akumulirao 6-aminopendimetalin i 3,4-dimetil 2,6-dinitroaniline kao
metabolite u mediju za kulturu. Stani¢no slobodni ekstrakt B. circulans uzgajan na
pendimetalinu sadrzavao je aktivnosti pendimetalin nitroreduktaze te pendimetalin mjesan
funkcijom oksidaze. Rezultati pokazuju da je bakterija razgradila pendimetalin prema
nitroredukciji do 6-aminopendimetalina i oksidativnom dealkilacijom na 3,4-dimetil 2,6

dinitroanilin i pentan, koji se koristi kao izvor ugljika i energije za rast.
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4. ZAKLJUCAK

Danas je primjena herbicida izrazito vazna za zastitu bilja. Pri tom moze imati i
negativan utjecaj na okolis, tako ispiranjem kroz profil tla onecis¢uje podzemne vode koje
su najvazniji dio globalnog ekosustava. Postoje razli¢ite metode procis¢avanja i uklanjanja
herbicida, a ovom radu su prikazane razliCite mikrobioloske te enzimatske metode za
uklanjanjem tri herbicida: bentazona, pendimetalina i terbutilazina. Od svih procesa Kkoji
utje¢u na razgradnju herbicida, mikrobioloski imaju najve¢i zna¢aj. Mikroorganizmi tla,
naro¢ito oni iz skupine bakterija, gljiva (gljiva bijelog truljenja Phanerochaete
chrysosporium ima sposobnost razgradnje veéeg broja oneciS¢ujucih tvari u okoliSu) i
aktinomiceta sposobni su molekule organskih herbicida Kkoristiti kao izvor energije
odnosno hrane. U okviru tih procesa, izmjeni se dio ili cijela molekula herbicida te tako
ona postane herbicidno inaktivna. Mikrobioloska razgradnja herbicida je ovisna o
katalitickom djelovanju specificnih enzima proizvedenim od strane mikroorganizama.
Mikroorganizmi mogu sadrzavati enzime ili ith mogu luciti u tlo, gdje stupaju u reakciju s
molekulama herbicida. Djeluju kao katalizatori u bioloSkim sustavima, dakle ubrzavaju
kemijsku reakciju pri ¢emu se ne trose niti se mijenjaju.

Kao sto je pokazano pregledom literature, brojni su ¢imbenici koji utjecu na brzinu
kemijske reakcije primjerice pH, temperatura, koncentracije biokatalizatora te
koncentracija herbicida. Ujedno razlike u ucinkovitosti primjene pojedine metode

uvjetovane su samim tipom metode (enzimatska ili mikrobioloska).
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Kata Sipi¢ je rodena 17. prosinca 1992. u Kaknju (BiH). Osnovnu $kolu je zavrsila u
Drvaru, nakon Cega je upisala Opéu gimnaziju Druzbe sestara milosrdnica s pravom
javnosti u Zagrebu. Fakultet kemijskog inzenjerstva i tehnologije, smjer Ekoinzenjerstvo,
upisala je 2011. godine u Zagrebu. Tijekom preddiplomskog studija obavljala je
demonstrature iz kolegija Mikrobiologija 1 Zastita okoliSa na Zavodu za Industrijsku

ekologiju.
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