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Sazetak

U radu su opisane metode razgradnje pendimetalina u okoliSu. Najvazniji nacin razgradnje
pendimetalina u okoliSu je mikrobioloska razgradnja. Opisane su razgradnje pendimetalina s
bakterijama: Bacillus subtilis Y3, Bacillus megaterium, Pseudomonas putida, Azotobacter
chroococcum, Bacillus lehensis XJU i Bacillus circulans. Bacillus subtilis Y3 sadrzi enzim
pendimetalin nitroreduktazu. Pendimetalin nitroreduktaza je enzim koji sudjeluje u
nitroredukciji pendimetalina, uz pomo¢ elektron donora NAD(P)H. Produkt nitroredukcije
pendimetalina je 6-aminopendimetalin. Bacillus circulans sadrzi pendimetalin nitroreduktazu
i pendimetalin-N-dealkilazu. Djelovanjem pendimetalin-N-dealkilaze na pendimetalin, dolazi

do N-dealkilacije, te nastaju 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilin i pentan.

Kljucéne rije¢i: pendimetalin, pesticid, bakterija, enzim



Abstract

This work describes methods for the degradation of pendimethalin in the environment. The
most important way of degrading pendimethalin in the environment is microbiological
degradation. Degradations of pendimethalin by bacteria: Bacillus subtilis Y3, Bacillus
megaterium, Pseudomonas putida, Azotobacter chroococcum, Bacillus lehensis XJU and
Bacillus circulans have been described. Bacillus subtilis Y3 contains the enzyme
pendimethalin nitroreductase. Pendimethalin nitroreductase is an enzyme that participates in
the nitroreduction of pendimethalin, with the help of electron donor NAD(P)H. The
nitroreduction product of pendimethalin is 6-aminopendimethalin. Bacillus circulans contains
pendimethalin  nitroreductase and pendimethalin-N-dealkylase. By the action of
pendimethalin-N-dealkylase on pendimethalin, it occurs N-dealkylation, and 3,4-dimethyl-

2,6-dinitroaniline and pentane are formed.

Keywords: pendimethalin, pesticide, bacterium, enzyme
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1. Uvod

Herbicidi su kemijski spojevi koji su otrovni prema nepozeljnim biljkama. Moderna se
poljoprivreda oslanja na herbicide pri kontroli korova te postizanju maksimalnog iskoristenja
usjeva. Razvoj biljaka otpornih na herbicide, doveo je do neocekivanog porasta otpornosti
korova (Cherry, 2010). Osim toga, povecana upotreba herbicida predstavlja potencijalni
problem za okoliS. Onecis¢enje herbicidima moze dovesti do zagadenja tla i vode te smanjene
bioraznolikosti (Juhler et al., 2001). Moguce je da samo mala koli¢ina herbicida dolazi do
ciljanih biljaka. Pritom, ostatak herbicida u tlu i vodi znatno utjeCe na zdravlje ljudi, Zivotinja
i usjeva (Pimentel, 1995). Kemijska svojstva i koli¢ina herbicida odreduje njihovu otrovnost i
postojanost u okoliSu. Njihova interakcija s ciljanim i neciljanim organizmima je znatno
ostetila ekosustav (Singh et al., 2013). Pendimetalin ili N-(1-etilpropil)-3,4-dimetil-2,6-
dinitroanilin je jedan od najceS¢e koriStenih herbicida. Koristi se za kontrolu vecine
jednogodisnjih trava i $irokolisnih korova kod usjeva (Singh & Singh, 2016). Mnoge bakterije
imaju moguénost razgradnje pendimetalina. Medutim, postoje samo dva enzima koja

sudjeluju u razgradnji pendimetalina.



2. Biokataliza i enzimi

Postojanje oligopeptidnih i polipeptidnih katalizatora je dokaz da se sva enzimska djelovanja
mMogu objasniti pomocu racionalnih kemijskih i fizikalnih principa. Medutim, enzimi mogu
stvoriti neobi¢ne reakcijske uvjete, poput niskog pKa ili visokog pozitivnhog potencijala za
redoks metalni ion. Enzimi mogu katalizirati ve¢inu reakcija organske kemije. Osim §to se
biokataliza razlikuje po tipu katalizatora od ostalih procesa, razlikuje se i po bazi sirovina.
Baza sirovih proizvoda se temelji na Seceru, ligninu, zivotinjskom ili biljnom otpadu. Ciljevi
biokatalize su smanjenje troskova materijala i energije, manja koli¢ina otpada, manji broj
koraka u proizvodnji te vece iskoriStenje procesa (Bommarius & Riebel, 2004). U
farmaceutskoj industriji, biokataliza se koristi za proizvodnju niza produkata zbog vece
selektivnosti, u odnosu na ostale tehnologije. Nedostaci koji se spominju u kontekstu
biokatalize su ogranicena specifi¢nost svih enzima prema supstratu, ograni¢ena dostupnost
enzima, ograni¢eni broj enzima, ograniCena stabilnost proteinskog katalizatora, ograni¢eno
prostorno i vremensko iskoriStenje enzimskih reakcija, potreba enzima za kompliciranim
kosupstratima, to jest kofaktorima. Enzimi stvoreni za pretvorbu malih molekula, poput uree,
imaju nisku specifi¢nost prema supstratu. Enzim katalaza pretvara vodikov peroksid u vodu i
kisik (Bommarius & Riebel, 2004). Medutim, veliki enzim, poput neribosomske peptidne
sintetaze, je izrazito specifican (Kleinkauf & Doehren, 1996). Rasor i Voss su uodili da
enzimi srednje veli¢ine, koji djeluju na supstrate srednje veliine, u vecini slu¢ajeva imaju
Siroku specifi€nost prema supstratima (Rasor & Voss, 2001). Prema tome, opovrgnuta je
kritika o ograni¢enoj specifiénosti za enzime. 1978. je otkrivena rekombinantna DNK
tehnologija, koja je omogucila brzu proizvodnju enzima, vece Cistoce i nize cijene. Pomocu
rekombinantne DNK tehnologije, omoguceno je koristenje Sireg Spektra enzima (Baneyx,
1999). Postoje enzimi za svaku organsku kemijsku reakciju, medutim ima i reakcija za koje je
potrebno viSe enzima, nego $to ih je dostupno. Jedan od glavnih nedostataka enzima je
ograni¢ena stabilnost katalizatora, odnosno radne temperature izmedu 15 i 50 °C, pH
vrijednosti izmedu 5 1 9 te vodeni medij. Soli, inhibitori i mehanicki stres mogu usporiti ili u
potpunosti deaktivirati enzime. Biokatalizatori nisu spori katalizatori, imaju dobru
selektivnost te izvrsno prostorno i vremensko iskoristenje. Odredeni enzimi zahtijevaju
kofaktore (Bommarius & Riebel, 2004). Primjerice, dehidrogenaze zahtijevaju NAD(P)H,
oksidaze zahtijevaju flavin mononukleotid ili flavin adenin dinukleotid. Potreba za
kofaktorima predstavlja tehnoloski izazov, ali oni koji su uspje$no upotrijebljeni, ne smatra se

da umanjuju ulogu biokatalizatora (Bommarius & Riebel, 2004). Glavna prednost
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biokatalizatora je izvrsna selektivnost enzima, odnosno moguénost razli¢itog djelovanja na
enantiomerne supstrate, s razlikom slobodnih Gibbsovih energija, 1-3 kJ/mol. Pomo¢u enzima
se ostvaruje enantioselektivnost, veéa od 99 % (Crossley, 1995). Glavni nedostatak
biokatalizatora je nedovoljna stabilnost u Zeljenom mediju. Cak i pri konformacijskoj
promjeni, manjoj od 1 A, moZe doéi do znatnog smanjenja aktivnosti enzima. lzrazito je
vazno da enzim zadrzi svoju pocetnu aktivnost (Carter & Wells, 1988). Postoje biokatalizatori
za gotovo sve reakcije, medutim vec¢ina biokatalizatora nije dobro karakterizirana ili nije
komercijalno dostupna. Danas, komercijalno postoji deset puta vise biokatalizatora, nego prije
deset godina te se oCekuje daljnji rast. Razvoj najvaznijih biokatalitickih procesa je trajao 10
do 20 godina. Primjerice, razvoj akrilamidnog procesa je trajao 20 godina. Jedan od razloga
za dugo vrijeme razvoja je nepotpuno znanje o biotehnologiji i biokatalizi. Poveé¢anjem znanja
putem brojnih istraZivanja, sigurno ¢e do¢i do smanjenja vremena razvoja biokatalitickih
procesa (Bommarius & Riebel, 2004). Kako bi se uspjesno primjenila biokataliza, potrebno je
iskoristiti razli¢ite dijelove od triju disciplina. Discipline biokatalize su kemija, biologija i
kemijsko inZenjerstvo. Biokemija i organska kemija koriste osnove iz kemije; molekularna
biologija, enzimologija i proteinska biokemija iz biologije; kataliza, transportni fenomeni i
reakcijsko inZenjerstvo iz kemijskog inZenjerstva. Postoje mnoga podru¢ja primjene
biokatalize, a neka od njih su: proizvodnja i transformacija spojeva u kemijskoj i
farmaceutskoj industriji, analiza i dijagnostika u medicini, zastita okoliSa i bioobnova.
Podru¢ja primjene se razlikuju od djelatnosti, koje ih primjenjuju. Najvaznije djelatnosti su:
proizvodnja farmaceutika, hrane, kemikalija, celuloze, papira, zastita usjeva, proizvodnja

energije (Bommarius & Riebel, 2004).

Mikrobiologija

Molekularna biologija o o
Analiticka medicina

Enzimologija m
Farmaceutici
Biokemija Hrar?a .
Organska kemija Zastita usjeva
Procesna kemija Celuloza i papir
Kemikalije
Kinetika Miniranje

Reakcijsko inZenjerstvo
Dizajn reaktora

Slika 2.1. Prikaz glavne uloge biokatalize izmedu interdisciplinarnih znanosti (biologija,

kemija, kemijsko inZenjerstvo) i multidisciplinarnih industrija (Bommarius & Riebel, 2004)



Mnoge kemijske reakcije se odvijaju spontano, medutim postoje one kojima je potreban
katalizator. Katalizatori su molekule koje smanjuju energijsku barijeru, kako bi se jedna
molekula mogla prevesti u drugi oblik. Termodinamicki se veli¢ina energijske barijere
izrazava promjenom slobodne energije. Katalizatori snizavaju slobodnu energiju, dolazi do
interakcije izmedu supstrata i katalizatora te se stvara aktivirani prijelazni kompleks sa
supstratom (slika 2.2.) (Illanes, 2008).

Prijelazno stanje

Slobodna
Gibbsova
energija
(kJ mol™)

Tijek reakcije

Slika 2.2. Ovisnost slobodne Gibbsove energije o tijeku reakcije za nekataliziranu (1) i
kataliziranu (2) reakciju (lllanes, 2008)

Iz aktiviranog prijelaznog kompleksa se stvara produkt i oslobada se katalizator. U teoriji,
katalizator moZe beskonacno mnogo puta pretvoriti supstrat u produkt, medutim to se
razlikuje u praksi. U praksi je ogranicena stabilnost aktivne strukture enzima, odnosno ovisi 0
reakcijskim uvjetima. Svaka biokemijska reakcija stani¢nog metabolizma je katalizirana
jednim specificnim enzimom (Illanes, 2008). Enzimi su izrazito poZeljni katalizatori, kada je
nuzna specifi¢nost reakcije, aktivnost katalizatora pri blagim uvjetima, pri strogim ekoloskim
ograniCenjima (Benkovic & Ballesteros, 1997). Veliki nedostaci enzima su visoka
molekularna kompleksnost i visoka cijena proizvodnje (Bommarius & Broering, 2005).
Enzimi su proteini koji se sastoje od 100 ili viSe stotina aminokiselinskih ostataka,
aminokiseline se spajaju putem reakcije dehidratacije, odnosno izlaskom molekule vode.
Aminokiseline su povezane kovalentnim vezama, stvara se peptidna veza izmedu ugljikovog

atoma karbonilne skupine prve aminokiseline i dusikovog atoma amino skupine, druge
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aminokiseline (slika 2.3.). Ovisno kakva je R skupina, aminokiseline mogu biti nepolarne ili

polarne (Lehninger, 1970).

1. aminokiselina 2. aminokiselina
R’ H R
HN-CH C-OH + H N CH COO

o)

1

H.,O /“ Ny H.O

-

R! [
H,N'CH C N
0

RZ
CH COO™ dipeptid

Slika 2.3. Mehanizam reakcije dehidratacije dviju aminokiselina (Illanes, 2008)

Proteinske strukture se dijele u Cetiri razine organizacije: primarna, sekundarna, tercijarna i
kvaterna struktura. Svaki protein ima jedinstveni slijed aminokiselina, koji je odreden s
genima. Naziv svakog proteina je odreden primarnom strukturom, koja predstavlja slijed
aminokiselina povezanih peptidnim vezama. Medusobno vise povezanih aminokiselina ¢ine
polipeptidni lanac (Naik, 2011). Svaki polipeptidni lanac ima slobodnu amino skupinu (N-
kraj) na jednom kraju i slobodnu karbonilnu skupinu (C-kraj) na drugom kraju. Primarna
struktura proteina se stabilizira s vodikovim vezama izmedu vodika amino skupine i Kisika
karbonilne skupine polipeptidnog lanca. Pritom, dolazi do presavijanja i uvijanja primarne
strukture te nastaje sekudarna struktura proteina. Najvaznije sekundarne strukture proteina su
a-heliks i B-naborana ploca. a-heliks nastaje jednakim uvijanjem oslonca polipeptidnog lanca
oko svakog a-ugljikovog atoma. Stabilizira se vodikovim vezama izmedu amino skupine i
karbonilne skupine istog lanca (Naik, 2011). Vodikove veze imaju optimalnu N-O udaljenost
od 2,8 A. Karbonilna skupina svake aminokiseline je vezana na amino skupinu aminokiseline,
koja se nalazi Cetiri ostatka dalje u linearnom slijedu aminokiselina. Udaljenost izmedu
susjednih aminokiselina je 1,5 A, po zavoju a-heliksa postoji 3,6 aminokiselinskih ostataka
(slika 2.4.) (Naik, 2011).



N |_f—cle—:-:u—NH—GH—su—mH—tl:H—co— NH—GlH—I._‘-C-—NH—ifH —COo0
t

e

e T o e e TP |

- .
- L

Vodikova veza (3,6 aminokiselinskih ostataka)

Slika 2.4. Stvaranje vodikove veze u a-heliksu (Naik, 2011)

Polipeptidni lanac B-naborane ploce je skoro u potpunosti izduzen, za razliku od lanca
a-heliksa. B-naborana ploca se sastoji od dva ili vise polipeptidnih lanaca. Stabilizira se
vodikovim vezama izmedu amino skupine i karboksilne skupine razlicitih polipeptidnih
lanaca. Vodikove veze su okomite na polipeptidnu osnovu, dok kod a-heliksa su paralelne na
polipeptidnu osnovu (Naik, 2011). Postoje dva oblika [-naborane ploce, paralelna i
antiparalelna B-naborana ploc¢a. Kod paralelne B-naborane ploc¢e, N-krajevi lanaca su na istom
kraju, vodikove veze se stvaraju izmedu amino skupine jednog lanca i karbonilne skupine
susjednog lanca (slika 2.5. a). Polipeptidni lanci su u suprotnim smjerovima kod antiparalelne
B-naborane plo¢e te su stabilizirane s medumolekulskim vodikovim vezama (slika 2.5. b)
(Naik, 2011).

/\/\ /\ /\/ Vodikova “Ha
/\/ V\/\/\/

a)

2

/\/

* Vodikova
veza

[

()(_ C

“-o -=-T

? B3
T

NH;

(=}
~

Slika 2.5. Prikaz strukture a) paralelne i b) antiparalelne B-naborane ploce (Naik, 2011)

Daljnjim savijanjem i uvijanjem sekundarne strukture lanca, stvara se trodimenzionalni
raspored polipeptidnog lanca. Aminokiselinski ostaci, koji su jako udaljeni u primarnoj
strukturi proteina se mogu pribliziti, savijanjem. Pritom, stvaraju se kljucna podrucja za
funkcioniranje proteina, aktivna mjesta enzima. Trodimenzionalno preklopljena, kompaktna i

bioloski aktivna konformacija proteina se naziva tercijarna struktura (slika 2.6.). Tercijarna



struktura se stabilizira vodikovim vezama, hidrofobnim interakcijama, van der Waalsovim

silama, disulfidnim vezama i elektrostatskim interakcijama (Naik, 2011).

Slika 2.6. Tercijarna struktura proteina (Naik, 2011)

Kvaterna struktura proteina predstavlja raspored polimernih polipeptidnih podjedinica u
trodimenzionalnim kompleksima (slika 2.7.). Kvaternu strukturu imaju samo proteini, koji
imaju vise od jednog polipeptidnog lanca. Hemoglobin, laktat dehidrogenaza, piruvat
dehidrogenaza su proteini s kvaternom strukturom. Podjedinice polimernog proteina se drze
zajedno s nekovalentnim interakcijama, to jest vodikovim vezama, ionskim vezama i
hidrofobnim interakcijama (Naik, 2011).

Vodikova veza

l

1. podjedinica 2. podjedinica

3. podjedinica

4. podjedinica

Slika 2.7. Kvaterna struktura proteina (Naik, 2011)

Pendimetalin nitroreduktaza je enzim, koji sudjeluje u razgradnji pendimetalina. On pripada
skupini oksidoreduktaza, to¢nije reduktazama. Oksidoreduktaze su enzimi koji su prisutni u
razli¢itim mikroorganizmima, biljkama 1 Zivotinjama. Sadrze jednu tre¢inu enzimskih
aktivnosti prema BRENDA-i (BRaunschweig ENzyme DAtabase) (Sellés Vidal et al., 2018).

Oksidoreduktaze kataliziraju izmjenu elektrona izmedu donorske i akceptorske molekule, u



reakcijama koje ukljucuju prijenos elektrona, ekstrakciju protona ili umetanje kisika (Toone,
2010). Oksidoredukcijska reakcija se sastoji od dvije polureakcije, jedna je oksidacija, a druga
je redukcija, s najmanje dva supstrata (Laskar et al., 2017). Primjer oksidoredukcijske reakcije
je oksidoreduktazni enzim, aldehid dehidrogenaza, koja oksidira aldehid u karboksilnu
kiselinu, dok drugi supstrat NAD" ili NAD(P)" se reducira u NADH ili NAD(P)H. Postoji $est
vrsta oksidoreduktaza: oksidaze, dehidrogenaze, hidroksilaze, oksigenaze, peroksidaze i
reduktaze (Nicholas & Lewis, 1999). Oksidaze se koriste kada je molekularni kisik, akceptor
vodika ili elektrona. Enzimi dehidrogenaze oksidiraju supstrat pomoc¢u prijenosa vodika na
molekulu akceptora, to jest nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) ili nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADP™) ili flavin adenin dinukleotid koenzim (Alam et al., 2016).
Peroksidaze kataliziraju redukciju vodikovog peroksida i hidroperoksida. Hidroksilaze adiraju
hidroksilne skupine na supstrate. Oksigenaze uklju¢uju kisik u organske supstrate iz
molekularnog kisika. Enzimi reduktaze Kataliziraju reakcije redukcije (Husain & Ullah,
2019). Oksidoreduktaze imaju Sirok spektar supstrata i organskih (alkoholi, amini, ketoni) i
anorganskih (sulfitni anion, atom zive). Navedeni enzimi imaju razli¢ite redoks aktivne centre
za svoje fizioloske funkcije (Webb, 1992). Kataliticka aktivnost mnogih enzima ovisi 0
prisutnosti neproteinskih kofaktora. Kofaktori se dijele na metalne ione i male organske
molekule. Primjer metalnog iona kao kofaktora je cinkov (II) ion, koji je potreban uglji¢noj
anhidrazi kako bi postigla svoju aktivnost. Glikogen fosforilaza koristi malu organsku
molekulu kao kofaktor, odnosno piridoksal fosfat. Koenzimi su neproteinske, organske,
niskomolekularne tvari povezane s aktivno$éu enzima (Fursule et al., 2006). Cesto potje¢u od
enzima, mogu biti slabo vezani (NAD") ili ¢vrsto vezani (hem) na enzim. Prostetic¢ke skupine
su ¢vrsto vezani koenzimi. Slabo vezani koenzimi se ponasaju kao kosupstrati, odnosno vezu
se i otpustaju s enzima kao supstrati i produkti. Holoenzim je kataliticki aktivni kompleks
enzima i kofaktora. Apoenzim je enzim bez svojeg kofaktora. Koenzimi se mijenjaju tijekom
enzimske reakcije, medutim koenzimi se obnavljaju, za razliku od supstrata (Fursule et al.,
2006).



3. Herbicidi

Herbicidi su kemijski spojevi koji su otrovni prema korovima. Moderna agrokultura se temelji
na primjeni herbicida, kako bi se postiglo maksimalno iskoriStenje usjeva te kontrola rasta
korova. Korovi su biljke koje rastu tamo gdje nisu pozeljne. Takoder, korovi se definiraju kao
biljke koje stvaraju populacije, ulaze u staniSte kultivirane biljke i umanjuju populaciju
kultiviranih biljaka. Herbicidi smanjuju rad i vrijeme potrebno za u¢inkovitu kontrolu korova
te time dolazi do povecanja zarade. Takoder, omoguceno je koristenje veceg podrucja za
uzgoj poljoprivrednih kultura. Medutim, mogu se javiti i brojni problemi pri koriStenju
herbicida. Neki od mogucih problema su ozljede usjeva, smanjenje selektivnosti, djelovanje
na biljke u susjednim poljima, one¢is¢enje okolisa (Monaco et al., 2002). Koristenjem
herbicida na odredeno tlo, dolazi do porasta otpornosti kako biljaka, tako i korova na
djelovanje herbicida. Raste udio geneticki modificiranih kultura koje su sve otpornije na
herbicide, te se s njima javljaju i korovi Kkoji su u potpunosti otporni na herbicide. Raste
koli¢ina i broj herbicida koji se koriste, kako bi se kontrolirao rast i djelovanje biljaka i
korova (Cherry, 2010). Zbog prevelikog koriStenja herbicida dolazi do S$tetnog utjecaja
herbicida na tlo, ljude, vodu, usjeve, Zivotinje. Samo mali udio herbicida dolazi do biljaka, a
ostatak dovodi do ekoloskog onecis¢enja (Pimentel, 1995). Kemijska svojstva i koli¢ina
herbicida odreduju njihovu postojanost i otrovnost u okolisu. Interakcija herbicida s ciljanim i
ne ciljanim organizmima radi veliku $tetu ekosustavu preko hranidbenih lanaca (Singh et al.,
2013). Herbicidi se primjenjuju na listovima, tlu, cijelom podrucju i na to¢no odredenim
mjestima.  Najce$¢e koristeni  herbicidi su: klodinafop propargil (CF), 2,4-
diklorfenoksiacetilna kiselina (2,4-D), atrazin, metolaklor, diuron, glifosat (GP), imazapir,
parakvat (PQ) i pendimetalin. Navedeni herbicidi rade Stetu organizmima ¢ak i kada su
prisutni u mikrogramima. Opisana su karakteristicna svojstva, otrovnost i mikrobioloska

razgradnja navedenih herbicida (Singh et al., 2013).
3.1. Klodinafop propargil

Klodinafop propargil (CF) je ariloksifenoksi-propionat herbicid, koji se koristi za kontrolu
korova zitarica. Njegova primjena je dovela do ispustanja velikih koli¢ina spojeva u okolis,
koji dolaze do biosfere. Lis¢e ga apsorbira te se premjesta na mjesta rasta listova i stabljika.
Klodinafop propargil ometa proizvodnju masnih kiselina koje su potrebne za rast biljaka. On
inhibira enzim acetil koenzim A karboksilazu, koji je nuzan za sintezu lipida. CF ima nisku

otpornost i kratko vrijeme poluzivota u tlu, koje iznosi pet dana (Singh, 2013). U niskim



koncetracijama, CF je u interakciji s timusom DNK teleta pomoc¢u interkalativnog nacina
vezanja. Interkalativni nacin vezanja predstavlja umetanje planarnog aromatskog ili
heteroaromatskog dijela molekule, izmedu susjednih parova baza u dvolan¢anu nukleinsku
kiselinu (DNK), ¢ime se uspostavljaju n-m interakcije malih molekula s nukleobazama
(Capranico et al., 1997). Interkaliranje organskih molekula u polinukleotide dovodi do
promjene raspodjele elektrona na susjednim bazama, ¢ime se mijenjaju apsorpcijski UV-Vis i
fluorescentni spektri. Interkaliranje u polinukleotidnom lancu dovodi do produljenja lanca, a
ponekad i do djelomi¢nog odmotavanja i deformacije. Vezanjem interkalatora dolazi do
stabilizacije i ukrucivanja polinukleotidnog lanca (Baguley, 1991). Klodinafop propargil
predstavlja interkalator, koji se veze izmedu susjednih baza u molekuli DNK. Klodinafop
propargil ometa posteriorni i ventralni razvoj embrija kod zebrastih riba (Kashanian et al.,
2008). Embriji su izlozeni rasponu koncentracija od 0,2 uM do 5 uM pocevsi od faze kasnog
cijepanja (dva sata nakon oplodnje) ili faze kasne gastrulacije (deset sati nakon oplodnje).
Gastrulacija je proces kojim nastaju tri embrionalna sloja klica: endoderm, mezoderm i
ektoderm. Odvija se tri tjedna nakon oplodnje, zatim se endoderm dijeli na neuroektodermu i
epidermu (Chu & Loomis, 2017). Faza kasnhog cijepanja i kasne gastrulacije daju isti
minumum teratogene koncentracije od 0,6 uM, ali uzrokuju razli¢ite urodene malformacije.
Teratologija je znanost koja proucava urodene mane i njihove uzroénike. Pri rodenju,
vjerojatnost da ¢e doc¢i do urodenih malformacija iznosi 2-3 %, a nakon prve godine
vjerojatnost raste do 5 % (Sadler, 2012). Urodene malformacije predstavljaju defekte u gradi
Zivotinja, nastale zbog genetskih mutacija koje su nasljedene od roditelja ili uzrokovane
novim mutacijama ili promjenama DNK. One usporavaju geneticki proces zivotinja,
poveéavaju ekonomski gubitak uzgajivata zbog smrti Zivotinja te smanjuju Sposobnost
reprodukcije (Gholap et al., 2014). Posto je klorodinafop jako otrovan, njegova razgradnja

moze dovesti do velikog oneciséenja okolisa.

Bakterije vrste Pseudomonas soj B2 koriste herbicid klodinafop propargil kao izvor ugljika, to
jest razgraduju klodinafop propargil. Na slici 3.1. je prikazan raspad herbicida klodinafop
propargila. U prvom stupnju se odvija hidroliza, kojom se izdvaja prop-2-in-1-ol iz
klodinafop propargila (1) te nastaje klodinafopska kiselina (2). U drugom stupnju se
klodinafopska kiselina raspada na 4-(2-fluor-4-klor-fenoksi) fenol koji je oznac¢en brojem 3. U
tre¢em stupnju se iz 4-(2-fluor-4-klor-fenoksi) fenola izdvaja fenol (4). U Cetvrtome stupnju

se izdvaja kloridni ion, ugljikov (IV) oksid i voda (Ma et al., 2013).
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Slika 3.1. Razgradnja klodinafop propargila uz Pseudomonas soj B2 (Ma et al., 2013)
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Na slici 3.2. je prikazana ovisnost masenih koncentracija klodinafop propargila (CF) o
vremenu inkubacije uz Pseudomonas. Porastom koncentracije klodinafop propargila, dolazi
do usporavanja razgradnje klodinafop propargila u odnosu na nize koncentracije. Nakon devet
sati, bakterije Pseudomonas su razgradile 87,5 % herbicida pri pocetnim koncentracijama
herbicida 40 mg/L 1 80 mg/L, a za pocetnu koncentraciju od 120 mg/L se razgradilo 62,5 %
herbicida (Ma et al., 2013).
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Slika 3.2. Ovisnost razgradnje klodinafop propargila (CF) pomocu bakterija Pseudomonas soj
B2, za pocetne masene koncentracije herbicida: 40 mg/L, 80 mg/L i 120 mg/L (Ma et al.,
2013)
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3.2. 2,4-diklorfenoksiacetilna kiselina

2,4-diklorfenoksiacetilna kiselina (2,4-D) je jedan od najcesc¢e koristenih kloriranih kiselih
fenoksi herbicida u svijetu, analogan je hormonu rasta (auksin). Njegova primjena je donijela
ckonomsku, selektivnu i efektivnu kontrolu Sirokolisnih korova u poljoprivrednim usjevima,
pasnjacima i Sumama. 2,4-diklorfenoksiacetilna kiselina nastaje reakcijom izmedu aminskih
soli, poput dimetil aminske soli i derivata estera u vecini okoli$nih uvjeta (Edwards, 2005). U
biljkama odrzava visoku razinu hormona auksina, $to dovodi do prekomjernog utjecaja na rast
biljaka te na kraju i do smrti biljke. Nakon njegove primjene, apsorbira se u listovima i
korijenu te se premjeSta u preostale dijelove biljke (Gonzalez et al., 2005). Svjetska
zdravstvena organizacija ga definira kao hormonalni herbicid otrovnosti druge razine. Preko
koze, disanjem ili gutanjem dolazi u kontakt s ljudima. U vecini slucajeva, glavni nacin
izlaganja ovome herbicidu je apsorpcija nakon izlijevanja ili apsorpcija kapljica aerosola
preko koze (Chaudhry & Huang, 1988). 2,4-diklorfenoksiacetilna kiselina je jedan od
najcesce koristenih herbicida u obradivim tlima. Posto je otrovan za zivotinje i biljke, pomno
se istrazuje njegova razgradnja te geni koji sudjeluju u razgradnji. Bakterije roda
Pseudomonas, Alcaligenes, Ralstonia, Delftia, Arthrobacter i Burkholderia imaju moguénost
razgradnje 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline. 1 kb je jedinica duljine DNK ili RNK koja je
jednaka tisucu nukleotida. Bakterija Pseudomonas cepacia sadrzi konjugirani plazmid pJP4
koji je odgovoran za razgradnju 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline. Plazmid pJP4 sadrzi gene
tdfA, tdfB, tdfC, tdfD, tdfE i tdfF koji razgraduju navedeni herbicid uz pomo¢ enzima (Don &
Pemberton, 1985). U prvom stupnju nastaje 2,4-diklorfenol pomocu enzima 2,4-D
monooksigenaze i gena tfdA iz 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline. Uz 2,4-diklorfenol
hidroksilazu i gen tfdB nastaje 3,5-diklorkatehol. Drugi naziv za molekulu katehola jest 1,2-
dihidroksibenzen. Iz 3,5-diklorkatehola uz enzim 3,5-diklorkatehol 1,2-dioksigenazu i gen
tfdC nastaje 2,4-diklormukonat, molekula koja sadrzi karboksilne skupine u polozaju 1 i 6.
Zatim, uz enzim klormukonat cikloizomerazu i gen tfdD nastaje trans-2-kloradien lakton.
Laktoni su cikliki esteri, koji su nastali izdvajanjem vode te ciklizacijom karboksilnih
kiselina. Enzim kloradienlakton izomeraza i gen tfdE mijenjaju konfiguraciju molekule iz
trans u cis polozaj. Iz cis-2-kloradien laktona uz enzim kloradienlakton hidrolazu i gen tfdF
nastaje 2-klormaleilacetat. Zatim, 2-klormaleilacetat ulazi u ciklus limunske kiseline te se

pregraduje u sukcinsku kiselinu (Bhat et al., 1994).
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Slika 3.3. Razgradnja 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline uz Pseudomonas cepacia (Bhat et al.,
1994)

Bakterija Azotobacter soj SSB81 razgraduje 2.4-diklorfenoksiacetilnu kiselinu drugim
mehanizmom od bakterije Pseudomonas cepacia. Mehanizam razgradnje 2,4-
diklorfenoksiacetilne kiseline je prikazan na slici 3.4.. U prisutnosti enzima 2,4-dehalogenaze
dolazi do izlaska atoma klora, iz polozaja 2, iz 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline (1) te nastaje
4-klorfenoksiacetat (2). U drugom stupnju pri djelovanju enzima monooksigenaze nastaje 4-
klorfenol (3). Zatim, uz pomo¢ enzima hidroksilaze dolazi do vezanja hidroksilne skupine u
orto polozaj u odnosu na hidroksilnu skupinu te nastaje 4-klorkatehol (4). U idu¢em koraku
dolazi do cijepanja interdiolne veze, to jest ugljik-ugljik veze aromatskog prstena, onih
ugljikovih atoma na koje su vezane hidroksilne skupine. Zatim, molekula ulazi u ciklus
limunske kiseline (Singh & Singh, 2016).
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Slika 3.4. Razgradnja 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline uz Azotobacter soj SSB81 (Singh &
Singh, 2016)

Iz slike 3.5. se uocCava da porastom vremena inkubacije, raste i razgradnja 2,4-
diklorfenoksiacetilne kiseline. Do razgradnje herbicida dolazi zbog prisutnosti bakterije
Azotobacter, koja koristi herbicid kao izvor energije. Nakon 120 sati inkubacije herbicida uz
bakteriju, dolazi do 29 %-tne razgradnje 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline (krivulja 1). U
prvin 48 sati inkubacije dolazi do inhibicije rasta bakterije, u prisutnosti 2,4-
diklorfenoksiacetilne kiseline (krivulja 4). Medutim, nakon 48 sati dolazi do rasta bakterije te
se maksimalna masena koncentracija bakterije (ymax) postize nakon 120 sati inkubacije i iznosi
0,53 mg/L (Gauri et al., 2012).
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Slika 3.5. Ovisnost razgradnje 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline i nastajanja bakterija

Azotobacter o vremenu inkubacije (Gauri et al., 2012)

Maseni spektar 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline sadrzi Cetiri pika pri vrijednostima omjera
molekulske mase i naboja: 127, 141, 185 i 219. Signal na 219 odgovara molekulskom ionu
2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline, pik na 185 pripada kationu 4-klorfenoksiacetata, signal na
141 odgovara kationu 4-klorfenola, te pik na 127 pripada kationu 4-klorkatehola. Dobiveni
signali u masenom spektru su potvrda raspada 2,4-diklorfenoksiacetilne kiseline na navedene
meduprodukte (Gauri et al., 2012).

3.3. Atrazin

Atrazin ili 2-klor-4-etilamin-6-izopropilamino-1,3,5-triazin je glavni predstavnik s-triazin
herbicida. Cesto se detektira u povrsinskim i podzemnim vodama u koncentracijama iznad
dopustenih razina, zbog svoje visoke pokretljivosti u tlu i Siroke primjene (Biradar &
Rayburn, 1995). Dva glavna faktora koja utje¢u na onecis¢enje podzemnih i ki$nih voda su
umjerena kemijska otpornost atrazina (33 mg/L pri 20 °C) i niski koeficijent apsorpcije tla
(Kq = 3,7 L/kg) (Siripattanakul et al., 2009). Atrazin posjeduje veliku kroni¢nu otrovnost, kod
zivotinja 1 ljudi djeluje na sustav Zlijezda s unutarnjim izlu¢ivanjem (endokrini sustav).
Takoder, utjeCe i na srediSnji ziv€ani sustav, reproduktivni sustav, imunoloski sustav i
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kardiovaskularnu funkciju. Kod ljudi moze uzrokovati nastajanje raka u navedenim sustavima
(Jablonowski, 2008). Europska unija je u listopadu 2003. zabranila koriStenje atrazina zbog
zagadenja vode, medutim USEPA (United States Environmental Protection Agency) je isti
mjesec odobrila koriStenje atrazina. Atrazin je otrovan ¢ak i kada je prisutan u nanogramima,
zato je potrebno provesti proces bioobnove. Bioobnova predstavlja sigurnu ekonomsku,
odrzivu i uéinkovitu tehnologiju za obnovu onecis¢enih mjesta. Ovisno o prirodi onecis¢enja i
uvjetima bioobnova se moze primijeniti in situ ili ex situ. In situ postupak je ekonomski
jeftiniji 1 ucinkovitiji od ex situ postupka, zato $to nije potrebno iskopati ili premjestiti
onecisceno tlo. Ex situ postupci ukljucuju iskopavanje i uklanjanje oneciS¢enog tla, provodi
se na mjestu iskopa ili na drugom mjestu prije lijeCenja (Megharaj & Naidu, 2017). Glavni
mehanizam razgradnje atrazina u tlu jest putem mikroorganizama. Postoji veliki broj
mikroorganizama koji mogu razgraditi atrazin, medu njima su bakterije Pseudomonas soj
ADP i Arthrobacter aurescens. Pseudomonas soj ADP razgraduje atrazin na amonijak i
ugljikov (IV) oksid djelovanjem razli¢itih enzima sa Sest gena, atzABCDEF (Siripattanakul et
al., 2009). Geni koji omoguc¢uju enzimima hidrolizu atrazina su atzA, atzB, atzC, atzD, atzE,
atzF, trzD 1 trzN. Svaki od navedenih gena posjeduje specifi¢nost prema odredenom supstratu
te se nalaze u razli¢itim bakterijama koje razgraduju atrazin. Razgradnja atrazina ukljucuje
procese N-dealkilacije, deklorinacije i cijepanja aromatskog prstena (Mandelbaum et al.,
1993). Pseudomonas soj ADP sadrzi gene atzABCDE na katabolickom plazmidu pADP-1,
koji posjeduje 100 000 parova baza. AtzA, atzB i atzC geni su odgovorni za pretvorbu
atrazina u cijanurnu kiselinu te se nalaze na tri udaljena polozaja na nestabilnom podruc¢ju od
40 000 parova baza u pADP-1. Kod razgradnje atrazina uz Pseudomonas soj ADP (slika 3.6.),
u prvom stupnju dolazi do deklorinacije atrazina s enzimom atrazin klorohidrolazom (AC),
koji kodira gen atzA te nastaje hidroksiatrazin. Dolazi do supstitucije klora u polozaju 2 s
hidroksilnom skupinom. U drugom stupnju dolazi do N-dealkilacije etilamina,
hidroksiatrazina, u polozaju 4 te se veze hidroksilna skupina. N-dealkilacija se provodi
pomocu enzima hidroksiatrazin etilaminohidrolaze (HAEA), kojeg kodira gen atzB te nastaje
N-izopropilamelid. Zatim, ponovno dolazi do N-dealkilacije, ali u poloZaju 6. Izopropilamino
se supstituira s hidroksilnom  skupinom putem enzima  N-izopropilamelid
izopropilamidohidrolaze (1AIA), kojeg kodira gen atzC (De Souza et al., 1998). AtzDEF
operon stvaraju geni atzD, atzE i atzF, koji se nalaze na drugom mjestu plazmida pADP-1, u
odnosu na gene atzABC. Geni atzD, atzE i atzF su ukljuceni u cijepanje s-triazin prstena i
oslobadanje amonijaka (Martinez et al.,, 2001). Prsten cijanurne Kkiseline se cijepa s

hidrolazom cijanurne kiseline (CAH), koju kodira gen atzD. Zatim, dolazi do hidrolize jedne

16



amino skupine biureta u hidroksilnu skupinu pomocu biuret hidrolaze (BH), koju kodira gen
atzE. Zadnji stupanj je izlu¢ivanje amonijaka iz alofanata pomocu alofanat hidrolaze (AH),

koju kodira atzF (De Souza et al., 1998).

atrazin hidroksitriazin N-izopropilamelid  cijanurna kiselina
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Slika 3.6. Razgradnja atrazina uz Pseudomonas soj ADP (Singh & Singh, 2016)
3.4. Metolaklor

Metolaklor ili 2-klor-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(metoksiprop-2-il) acetamid je selektivan
kloroacetamidni herbicid koji kontrolira Sirokolisne korove kod kukuruza, soje, kikirikija i
krumpira (Gaynor et al., 1993). U Sjedinjenim Americkim Drzavama se koriste velike
koli¢ine metolaklora, ¢ak 22 milijuna kilograma po godini zbog velike proizvodnje soje i
kukuruza. Nakon $to se metolaklor apsorbira kroz korijenje i izbojke, djeluje kao inhibitor
rasta, to jest inhibira sintezu klorofila, proteina, masnih Kkiselina, lipida, izoprenoida i
flavonida (Pereira et al., 2009). Metolaklor ima klastogeno djelovanje, to jest uzrokuje
cijepanje dijelova kromosoma, pri ¢emu dolazi do dobitka, gubitka ili premjestanja dijelova
kromosoma. Kod bakterija Bacillus stearothermophilus, koje su uzgajane u kompleksnom L-
Broth mediju pri temperaturi od 65 °C, koncentracija metolaklora utje¢e na specificni rast,
vrijeme zadrzavanja i gustocu stanica bakterija. Porastom koncentracije metolaklora u mediju
za rast bakterija, dolazi do smanjenja specifi¢nog rasta stanica Bacillus stearothermophilus.

Pri koncentraciji metolaklora od 500 uM, smanjio se specificni rast bakterija za 50 %, u
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odnosu na medij bez metolaklora. Porastom koncentracije metolaklora dolazi i do povecanja
vremena zadrzavanja bakterija (Pereira et al., 2009). Pri koncentraciji metolaklora od 600 uM,
vrijeme zadrzavanja bakterija se povecalo deset puta, u odnosu na medij bez herbicida.
Gustoca stanica bakterija opada s porastom koncentracije metolaklora, u odnosu na hranjivi
medij bez bakterija. Kod koncentracije metolaklora od 600 uM, dolazi do smanjenja gustoce
stanice za 72 %. Prema navedenim podacima, uo¢ava se da porastom koncentracije herbicida,
dolazi do smanjenja rasta Bacillus stearothermophilus. Osim navedenog, koncentracija
herbicida utjeCe 1 na potrosnju kisika u protoplastima bakterija. Protoplasti su stanice zivih
organizama kojima su odstranjene stanicne membrane. Porastom koncentracije metolaklora u
proplastima, dolazi do smanjenja potros$nje kisika u stanicama (Pereira et al., 2009).
Razgradnja metolaklora u tlu se odvija i s aerobnim i s anaerobnim organizmima. Primarni
metaboliti na koje se metaloklor razgraduje su metolaklor etansulfonska kiselina i metolaklor
oksalna kiselina (slika 3.7.). Metolaklor se razgraduje zbog pomaka atoma klora pomocu
tripeptida glutationa, koji se sastoji od tri aminokiseline: glicina, cisteina i glutaminske
kiseline (Barbash & Gail, 1999). U tlu dolazi do konjugacije glutationa, to je metabolic¢ki put
kojim dolazi do supstitucije klora, u polozaju 2 metolaklora, sa skupinom sulfonske kiseline.
Medutim, nije poznato kojim postupkom nastaje drugi produkt razgradnje, metolaklor oksalna
kiselina. Konjugacija glutationa je mehanizam koji koriste mikroorganizmi, kako bi se
uklonio stetni utjecaj ksenobiotika, poput pesticida i lijekova (De Kok, 1993).

metolaklor

HTSCO\)\ CHa CHjy
CH3 / CHy \
o}
7 i )L
HO\S//\)'L HooC N
o// N o\/k CHs3
/O\)\ CHy ~

.. metolaklor oksalna kiselina
metolaklor etansulfonska kiselina

Slika 3.7. Mehanizam razgradnje metolaklora u tlu pri djelovanju aerobnih i anaerobnih
mikroorganizama (Singh & Singh, 2016)
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Na slici 3.8. je prikazana prosje¢na koncentracija metolaklora i metolaklor etansulfonske
kiseline, kod dubine tla (0-15 cm), do 300 dana nakon primjene metolaklora. S vremenom se
smanjuje koncentracija metolaklora, Sto je dokaz razgradnje metolaklora u tlu. Kako se
smanjuje koncetracija metolaklora, dolazi do povecanja koncentracije metolaklor
etansulfonske kiseline. Povecanje koncentracije metolaklor etansulfonske kiseline je dokaz
razgradnje metolaklora (Taylor et al., 1971). Koncentracija metolaklora se eksponencijalno
smanjuje, vrijeme poluraspada je 25 dana. Do 30.-tog dana se javlja izrazit rast koncentracije
metolaklor etansulfonske kiseline te pri 30.-tom danu iznosi 80 pg/kg. Maksimalna
koncentracija metolaklor etansulfonske kiseline (metolaklor ESK, ymax) iznosi 122 pg/kg te se
postize nakon zetve Kukuruza, to jest 90 dana nakon primjene metolaklora. Nagli porast
koncentracije metolaklor ESK je dokaz, da je sulfonacija vazan proces razgradnje metolaklora
u tlu (Krause et al., 1985).

metolaklor metolaklor ESK
3500 4— | [ 140
T Koncentracija
Koncentracija  so00 @ F120 metolaklora
metolaklora 2500 Prmax Lo ESK
(ng/kg) r y
wodl o iy Fs0 (ngrkg)
s0d| & e -60
LN LB '
1000 ¢ ﬁ R - 40
sod/ 0N e [ 20
R _
0 T T T T T 0
1] 50 100 150 200 250 300

Vrijeme nakon primjene metolaklora (dani)

Slika 3.8. Ovisnosti koncentracije metolaklora i metolaklora etansulfonske kiseline u tlu, kod

usjeva kukuruza o vremenu (Aga, 1996)
3.5. Diuron

Diuron ili 3-(3,4-diklorfenil)-1,1-dimetilurea je supstituirani herbicid feniluree, koji se koristi
za kontrolu korova kod poljoprivrednih usjeva i ne poljoprivrednih podrucja (Castillo et al.,
2006). Ne poljoprivredna podrucja predstavljaju mjesta uz cjevovode, dalekovode,
zeljeznicke pruge, ceste, industrijske 1 poljoprivredne zgrade, spremnike za naftu. Takoder,
diuron se koristi kao algicid u ribnjacima, fontanama i akvarijima. Moze se koristiti

samostalno ili u kombinaciji s drugim herbicidima, poput bromacila, heksazinona, parakvata,
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imazapira, natrijeva klorata, natrijeva metaborata, bakrova sulfata (USEPA, 2004). Na trzistu
je dostupan u obliku vlaznog praha, granula, tableta, tekuce suspenzije i topljivih
koncentriranih formulacija. U poljoprivredi se diuron koristi kao bijela, kristalna krutina, bez
mirisa. Biljke ga preuzimaju preko svojih korijena, brzo se Siri u stabljiku i listove preko
transpiracijskog sustava, pomocu ksilema. Ksilem se sastoji od nezivih stanica (apoplasti)
koje su medusobno povezane te Cine seriju uskih cijevi, te se protezu od korijena do izdanaka.
Ksilemske cijevi se nastavljaju kroz peteljke listova na preostale dijelove listova. Glavna
uloga ksilema je dovodenje vode svim zivim stanicama u biljci 1 otopljenih hranjivih tvari
koje su apsorbirane pomocu korijena. Diuron se otapa u vodi te se prenosi od korijena, prema
gore, kroz ksilem putem toka vode (Monaco et al., 2002). Diuron inhibira proces fotosinteze,
to jest fotosistem 2, koji se nalazi u kloroplastu unutar stanica biljaka. Inhibicijom fotosistema
2, ne dolazi do stvaranja molekula ATP-a, koje predstavljaju izvor energije za proizvodnju
ugljikohidrata. Ugljikohidrati su izrazito vazne molekule jer omogucéuju rast biljaka. Kod
procesa fotosinteze dolazi do apsorpcije energije fotona pomocu skupine pigmenata, koje se
zZovu Pggo. Dva pobudena clektrona se premjeStaju na feofitin (PHEO) te s njega na
plastokinon (Qa), koji je vezan na protein D2. Diuron se natjeCe s plastokinonom (Qg) za
vezno mjesto na proteinu D1. Zbog toga ne dolazi do vezanja Qg na protein D1 te time staje
protok elektrona kroz fotosistem 2. Prema tome, ne nastaju reducirani oblici QgH, i PQH,
(plastohidrokinon) niti molekula ATP-a (Monaco et al., 2002). Osim $to inhibira proces
fotosinteze, diuron je izrazito otrovan za vodene organizme. Kod riba za raspon koncentracija
diurona izmedu 4,3 i 42 mg/L, dolazi do smrti polovice populacije za 48 sati. Dolazi do smrti
polovice populacije vodenih beskraljeznjaka, nakon 48 sati pri koncentracijama diurona od 1
do 2,5 mg/L. Ostaci diurona se mogu pronaci u mlijeku, jetrima i bubrezima krava, koje su u
svojoj prehrani sadrzavale male koli¢ine diurona (EXTOXNET, 1996). Takoder, kod stakora
koji su izloZeni ve¢im koncentracijama diurona je uocena njegova prisutnost u bubrezima i
jetrima (Domingues et al., 2011). Diuron se razgraduje s morskim mikroorganizmima i
mikroorganizmima iz tla na 3,4-dikloranilin kao vecinski produkt. Beauveria bassiana,
Caenorhabditis elegans, Phanerochaete chrysosporium i Mordellistena isabellina su sojevi
gljivica koji imaju moguénost razgradnje diurona na dva produkta u razli¢itim udjelima.
Mehanizam razgradnje diurona je prikazan na slici 3.9.. U prvom koraku razgradnje dolazi do
N-demetiliranja, to jest gubitka jedne metilne skupine s atoma dusika diurona te nastaje 3-
(3,4-diklorfenil)-1-metilurea (DCPMU). Ponovno dolazi do N-demetiliranja te nastaje 1-(3,4-
diklorfenil) urea (DCPU). U zadnjem koraku DCPU disocira na monuron [1-(4-klorofenil)
urea] i 3,4-dikloranilin (Dalton et al., 1966).
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Slika 3.9. Mehanizam razgradnje diurona pri djelovanju mikroorganizama (Singh & Singh,
2016)

3.6. Glifosat

Glifosat ili N-fosfonometil glicin je aktivni sastojak herbicida, koji se primjenjuje na godisnje
i viSegodiSnje korove. Inhibira sintezu aromatskih aminokiselina, to jest enzim
5-enolpiruvilSikamat-3-fosfat sintazu. Glifosat je neselektivni herbicid, koji sluzi za kontrolu
velikog broja korova u poljoprivredi, Sumarstvu, voénjacima, vinogradima (Celis et al., 2008).
Iako se u proslosti smatrao izrazito sigurnim herbicidom za koristenje, dokazano je da glifosat
ima negativan utjecaj na ljudsko zdravlje. U podzemnim vodama su ¢esto detektirani glifosat i
njegov primarni metabolit (aminometilfosfonska kiselina) (Laitinen et al., 2007). Pet do deset
dana nakon primjene glifosata dolazi do Zucenja 1 raspada listova zbog inhibicije sinteze
aromatskih aminokiselina. Ovisno o adsorpciji na glinenim ¢esticama i 0 vrsti organskih tvari
prisutnih u tlu, mijenja se postojanost glifosata u vremenu (Pefialoza-Vazquez et al., 1995).
Primjena glifosata kroz duzi vremenski period dovodi do porasta osjetljivosti usjeva na
bolesti. U tlu se molekule glifosata apsorbiraju na humus i mogu stvoriti komplekse s
metalnim ionima Zeljeza, bakra, magnezija i nikla (Veiga et al., 2001). Glifosat se apsorbira
kroz lis¢e i kroz mekano tkivo biljke. Zatim, on se premjesta na podrucja rasta biljke i inhibira
stvaranje aromatskih aminokiselina, poput tirozina, triptofana i fenilalanina. Navedene
aminokiseline su nuzne za stvaranje proteina i sekundarnih produkata u osjetljivim biljkama.
Ovaj mehanizam je prisutan i kod visih biljaka i mikroorganizama, ali ne i kod Zivotinja.

Medutim, proizvodi koji sadrze glifosat su izrazito otrovni za Zivotinje (Cox, 1995). Biljke
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tretirane s glifosatom sporo umiru kroz nekoliko dana ili tjedana. PoSto se glifosat prenosi
kroz biljku, niti jedan dio biljke ne prezivljava (Duke & Powles, 2008). Glifosat je amfoteran
spoj, stabilan na zraku i pod utjecajem svjetlosti. Netopljiv je u organskim otapalima, a
potpuno se otapa u vodi zbog visoke polarnosti (Laitinen et al., 2007). Glifosat se moze
razgraditi u prisutnosti odredenih mikroorganizama (slika 3.10.). U prisutnosti bakterija
Arthrobacter atrocyaneus ili Enterobacter aerogenes, dolazi do pucanja veze izmedu atoma
ugljika i atoma fosfora, pri djelovanju enzima ugljik-fosfor lipaze (C-P liaza) (Zeleznick et
al., 1963). Metilna skupina nastalog N-metilglicina (sarkozin) se moze premjestiti do derivata
tetrahidrofolne kiseline, kako bi se ukljuio u metabolizam s jednim ugljikovim atomom,
pritom ¢e se spontano stvoriti glicin (Hassan-Abdallah et al., 2005). Medutim, u prisutnosti
dioksigena se moze N-metilglicin pretvoriti u vodikov peroksid, formaldehid i glicin (Meskys,
2001). U prisutnosti Geobacillus caldoxylosilyticus i Flavobacterium sp., u prvom koraku pri
djelovanju enzima glifosat dehidrogenaze (GD), dolazi do cijepanja karboksimetilen-dusikove
veze. Nastali produkti su aminometilfosfonska kiselina (AMPK) i glioksilat. Zatim, dolazi do
cijepanja veze izmedu atoma ugljika i fosfora u AMPK-u. Nastali metilamin se uz pomo¢
enzima MDA pretvara u formaldehid, koji zatim ulazi u C; metabolicki ciklus (Gard et al.,
1997).
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Slika 3.10. Dva mehanizma razgradnje glifosata (Singh & Singh, 2016)
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3.7. Imazapir

Imazapir je neselektivan herbicid, koji se koristi za kontrolu godiSnjih i viSegodi$njih trava,
Sirokolisnih grana, listopadnih drveca. Prvi put se pojavio 1984. godine u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama. Apsorbira ga lis¢e i korijenje te se prenosi kroz ksilem i floem prema
tvornim (meristemskim) tkivima. U meristemskim tkivima se imazapir nakuplja, prekida
sintezu proteina i utjeCe na rast stanica i sintezu DNK. Postojan je u obliku slabe kiseline i
49 %-tne vodene otopine izopropilaminske soli. Svi komercijalni proizvodi imazapira su u
obliku vodene otopine izopropilaminske soli. Imazapir je izrazito stabilan u tlu, njegovo
vrijeme poluraspada iznosi sedamnaest mjeseci (USEPA, 1984). Nije otrovan za Zivotinje,
medutim uzrokuje iritaciju o€iju, osip, crvenilo i otekline na mjestu primjene. Zaustavlja
biosintezu esencijalnih alifatskih razgranatih aminokiselina u biljkama. Zivotinjama su nuZne
esencijalne alifatske razgranate aminokiseline te ih dobivaju prehranom, preko biljaka.
Bakterije vrste Pseudomonas i Bacillus razgraduju imazapir na tri produkta: 4-hidroksipiridin-
2,6-dikarboksilnu kiselinu, piridin-2,3-dikarboksilnu kiselinu i nikotinsku kiselinu (piridin-3-

karboksilna kiselina), sto je prikazano na slici 3.11. (Singh & Singh, 2016).

imgzapir
= oH
| CHy
N
X, P
/ HN CH; CHs \
Q
[e]
l ‘ X OH

o
S OH =
‘ OH N
7 N nikotinska kiselina
piridin-2,3-dikarboksilna kiselina ™ “ o

4-hidroksipiridin-2,6-dikarboksilna kiselina

Slika 3.11. Mehanizam razgradnje imazapira uz Pseudomonas i Bacillus (Singh & Singh,
2016)

Provedeno je ispitivanje razgradnje imazapira uz Pseudomonas biotipa Il, Bacillus cereus i

bez bakterija. Uzorci su inkubirani 48 sati s imazapirom koncentracije 50 pg/mL na 30 °C.
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Bakterije koriste imazapir kao jedini izvor ugljika. Nakon inkubacije je ispitana razgradnja

imazapira kod svakog uzorka te je izrazena u postocima (Yingdi, 2002).

Tablica 3.1. Razgradnja 50 pg/mL imazapira uz Pseudomonas biotipa Il i Bacillus cereus,
nakon 48 sati inkubacije (Xuedong et al., 2005)

Uzorak Razgradnja
imazapira, %
Imazapir 4,9+0,1
Imazapir uz Pseudomonas biotipa Il 81,4+5,9
Imazapir uz Bacillus cereus 86,6 + 6,4

Iz dobivenih vrijednosti razgradnje imazapira (tablica 3.1.) se moze zakljuciti da uzorci
imazapira uz Pseudomonas biotipa Il i Bacillus cereus, imaju moguénost ubrzane razgradnje
imazapira, koncentracije 50 pg/mL. Bacillus cereus razgraduje 86,6 % imazapira, a
Pseudomonas biotipa Il 81,4 % imazapira. Samostalni imazapir se izrazito slabo razgraduje,
tek 4,9 % (Yingdi, 2002). Prema dobivenim vrijednostima razgradnje, dolazi se do zakljucka
da Bacillus cereus ima najvecu ucinkovitost razgradnje imazapira, nakon 48 sati inkubacije.
Bakterije Pseudomonas biotipa Il i Bacillus cereus su izolirane te su provedena daljnja
ispitivanja. Navedene bakterije i njihova smjesa su izlozeni razliitim koncentracijama
imazapira, a te koncentracije su 48,7; 97,6; 202,5 i 287,4 ug/mL. U tablici 3.2. su navedene
koncentracije preostalog imazapira u ug/mL i postocima nakon razgradnje uz Pseudomonas

biotipa Il, Bacillus cereus i njihovom smjesom (Xuedong et al., 2005).

Tablica 3.2. Koncentracija nedisociranog i disociranog imazapira, uz Pseudomonas biotipa Il,

Bacillus cereus i njihovu smjesu (Xuedong et al., 2005)

Pocetna Pseudomonas biotipa Il Bacillus cereus Smjesa bakterija
koncentracija Preostali Razgra- Preostali Razgra- Preostali Razgra-
imazapira, imazapir, dnja, imazapir, dnja, imazapir, dnja,
pug/mL ug/mL % pg/mL % pg/mL %
48,7 9,1 £0,6 81,4 6,5+0,5 86,6 1,6 £0,9 96,6
97,6 27,8+ 1,4 71,5 23,6+ 1,7 75,8 17,1 £ 1,3 83,4
202,5 136,3 + 18,8 32,7 |160,2+10,0 20,9 61,7+5.8 68,8
287,4 274,5+ 16,9 45 2612+ 17,1 9,1 203,6 + 6,1 31,3

Iz tablice 3.2. se uocava da je najveca razgradnja imazapira kod smjese bakterija i iznosi
96,6 %, pri pocetnoj koncentraciji 48,7 pg/mL. Pri pocetnoj koncentraciji 287,4 png/mL,
dolazi samo do 4,5 %-tne razgradnje imazapira, uz Pseudomonas biotipa Il. To je najslabija

razgradnja imazapira, nakon 48 sati inkubacije. Prema tome, porastom pocetne koncentracije

24




imazapira, dolazi do smanjenja njegove razgradnje uz bakterije i smjesu bakterija (Xuedong et
al., 2005).

3.8. Parakvat

Parakvat ili N,N'-dimetil-4,4'-bipiridin je kvaterni dusikov herbicid, koji sluzi za kontrolu
Sirokolisnih korova. Neselektivan je spoj koji pri kontaktu unistava zeleno biljno tkivo, ometa
fotosintezu i uniStava stani¢ne membrane. Time je omogucen izlazak vode te dolazi do
ubrzanog susSenja listova. Parakvat ima visoki afinitet za vezanje na glinene minerale i
organske tvari u tlu. Posto ga koza, pluca i sluznica lako apsorbiraju, otrovan je za Zive
organizme, ukljucujuci ljude (Huang et al., 2012). Kod ispitivanja na zivotinjama, parakvat je
pokazao veliku otrovnost pri njegovom udisanju te je stavljen u najvisu kategoriju otrovnosti,
to jest kategoriju jedan (Baldwin et al., 1966). Pseudomonas i Fusarium su mikroorganizmi
koji mogu razgraditi parakvat (slika 3.12.). U prvom stupnju dolazi do izlaska jedne metilne
skupine s atoma duSika parakvata (demetilacija) i nastaje monokvat. Zatim, dolazi do
oksidativnog cijepanja prstena monokvata i stvara se 4-karboksi-1-metilpiridinijev ion.
Ponovno dolazi do oksidativnog cijepanja prstena, nastaju metilamin i tri karboksilne kiseline
(oksalat, format, sukcinat). Kona¢ni produkti mikrobioloSke razgradnje parakvata su

amonijak, voda i ugljikov (1V) oksid (Dinis-Oliveira et al., 2008).

parakvat monokvat 4-karboksi-1-metilpiridinijev ion

Oo o b h i Vi
NH3 + COZ + HZO - “\T” i “OH + % + H—‘{f * HiC—NH;
HE OH AN
OH OH
sukcinat oksalat format metilamin

Slika 3.12. Mehanizam razgradnje parakvata uz Pseudomonas i Fusarium (Huang et al.,
2019)

Jedna od karakteristicnih osobina parakvata je njegova mogucnost inhibicije protoka
elektrona u fotosintezi, to¢nije u 1. fotosustavu, tako $to prima elektrone (Trebst, 1972).
Parakvat, u obliku dvovalentnog kationa (PQ*") prima elektron od reducensa, nikotinamid
adenin dinukleotid fosfata (NADPH) te se reducira u monovalentni radikal kation parakvata
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(PQ™). Redukcija dvovalentnog kationa se moze odviti u citosolu i mitohondriju, pomo¢u
enzima: NADPH oksidaze, citokroma P40 oksidoreduktaze, NADH ubikinon
oksidoreduktaze, ksantin oksidaze. U prisutnosti molekule kisika, reducirani radikal kation
parakvata (PQ™) se brzo reoksidira u dvovalentni kation (PQ?*). Pritom, dolazi do redukcije
molekule kisika u superoksidni radikal (O;™), koji je primjer reaktivnih Kisikovih vrsta
(Dinis-Oliveira et al., 2008). Reaktivne kisikove vrste su reaktivne molekule i slobodni
radikali, koji potjecu od molekularnog kisika. Aerobni organizmi najéesc¢e proizvode Kisikove
radikale. Nastaju kao nusprodukti tijekom mitohondrijskog prijenosa elektrona tijekom
aerobnog disanja ili preko oksidoreduktaznih enzima i metal Kkataliziranih oksidacija
(Hancock et al., 2001). Kisik izrazito jednostavno stvara radikale jer atomarni Kkisik ima dva
nesparena elektrona u vanjskoj elektronskoj ljusci. Primanjem elektrona dolazi do stvaranja
reaktivnih kisikovih vrsta, poput superoksida, vodikovog peroksida, hidroksilnog radikala,
hidroksidnog iona i dusikovih oksida (McCord & Fridovich, 1968). Nastali superoksidni
radikal se moze pretvoriti u vodikov peroksid i kisik, pomocu enzima superoksid dismutaze
(SOD). Zeljezov (II) ion ili bakrov (I) ion moZe reducirati vodikov peroksid na hidroksilni
radikal. Ako se kontinuiranom redoks ciklusu parakvata dodaje odgovarajuca koli¢ina
NADPH i kisika, dolazi do stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta, koje ovise o koncentraciji
NADPH i kisika. Prema tome, omoguc¢ena je kontrola proizvodnje unutarstani¢nih reaktivnih
kisikovih vrsta. Pri niskim koli¢inama unutarstani¢nih reaktivnih kisikovih vrsta dolazi do
redoks mehanizma signalizacije (Yee et al., 2004), dok pri visokim koli¢inama potice se
otrovnost parakvata te neurorazgradnja i plu¢na fibroza (Shukla et al., 2014). Nema poznatih
kelatnih sredstava koja mogu vezati parakvat u krvi ili iz drugih tkiva. Neki od nacina
kontrole parakvata su smanjenje njegove apsorpcije ili poticanje eliminacije, to jest dolazi do
modifikacije Kinetike otrovnosti parakvata. Ove metode se koriste kako bi se sprijecilo
nakupljanje parakvata u tkivima, medutim nisu se pokazale izrazito djelotvornima te je visoka
stopa smrtnosti (Bismuth et al., 1982). Kako bi se sprijecilo ostecenje stanice zbog oksidansa,
koriste se brojni antioksidansi. Jedan od primjera antioksidansa je superoksid dismutaza, koja
se nalazi u obliku: bakar-cink superoksid dismutaze, mangan superoksid dismutaze i
izvanstani¢ne superoksid dismutaze (Fridovich, 1975). Superoksid dismutaza uklanja
superoksidni anion, koji je nastao u redoks ciklusu parakvata te na taj na¢in ponistava Stetno
djelovanje parakvata (Block, 1979). Medutim, ponekad dolazi i do neucinkovitog djelovanja
superoksid dismutaze. Zbog fizikalno kemijskih svojstava, poput velike molarne mase ili
naboja, enzim ne moze proci kroz stani¢nu membranu te ne moze zastititi stanicu (Freeman et

al., 1985). Kako bi se sprijeCilo Stetno djelovanje parakvata, koriste se superoksidi niske
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molarne mase. Oni mogu pro¢i kroz stanicnu membranu i zastititi endotelne stanice od
unutarstani¢énih ozljeda uzrokovanih parakvatom (Day et al., 1995). Osim superoksid
dismutaze, askorbinska kiselina je takoder predstavnik antioksidansa. Askorbinska kiselina
(vitamin C) je vitamin topljiv u vodi, koji uspje$no uklanja slobodne radikale, poput
hidroksilnog radikala, peroksidnog radikala i superoksidnog aniona. Ona je dvoelektronski
reducens te pruza zastitu donirajuci elektron za redukciju slobodnih radikala (Carr & Frei,
1999). Visoke koncentracije vitamina C se nalaze u plu¢noj tekucini, kako bi se zastitili od
stvaranja slobodnih radikala, pri djelovanju toksi¢nih spojeva iz zraka. Neki od otrovnih
spojeva u zraku su ozon i sumporov dioksid (Menzel, 1994). Takoder, vitamin E je
antioksidans topljiv u lipidima, koji uklanja slobodne radikale i stabilizira membrane s
polinezasi¢enim masnim kiselinama (Witting, 2002). Kada se vitamin E primjenjuje u velikim
dozama u duZem vremenskom razdoblju, pruza zastitu od moguceg oksidativnog oSteenja
tkiva (Roehm et al., 1971). Medutim, vitamin E ne pruza zastitu od parakvata kod Zivotinja
koje sadrze dovoljno vitamina E. Kod ljudi, vitamin E se pokazao neuspjesnim u borbi protiv
trovanja te nije utjecao na razinu lipidne peroksidacije (Yasaka et al., 1986). Jedan od
mogucih razloga neuspjeSnosti vitamina E u obrani od parakvata je njegova topljivost.
Antioksidansima topljivima u lipidima treba puno vremena kako bi difundirali kroz stani¢nu

membranu (Newmark et al., 1975).
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4. Pendimetalin

Pendimetalin ili N-(1-etilpropil)-2,6-dinitro-3,4-ksilidin je dinitroanilinski herbicid, molarne
mase 281,312 g/mol s empirijskom formulom C;3H;9N30;4 (slika 4.1.) (Strandberg & Scott-
Fordsmand, 2004). Primjenjuje se na tla prije ili nakon nicanja kod raznih usjeva, poput
pamuka, soje, kukuruza, pSenice, rize, graska. Koristi se za kontrolu godisnjih trava,
Sirokolisnih korova i za poticanje rasta biljaka u tropskim, subtropskim i umjerenim uvjetima.
Nakon glifosata i parakvata, pendimetalin je tre¢i najces¢e koristeni, selektivni herbicid u
svijetu. Nalazi se ve¢ 35 godina na trzistu (Ni et al., 2016). Pendimetalin ima nisku
isparljivost zbog niskog tlaka pare od 0,4 Pa, pri 25 °C. Isparavanjem pendimetalina s
povrsine tla, gubi se 10 % pendimetalina. Zbog niskog potencijala ispiranja, duze se zadrzava
u tlu. Njegova hidrofobnost poti¢e stvaranje fizikalne veze s organskom tvari tla i mineralima
gline. Kod poljoprivrednih tla i sedimentnih voda u aerobnim i anaerobnim uvjetima, vrijeme
poluraspada pendimetalina iznosi 20 dana (Singh & Singh, 2014). Glavni problem koristenja
herbicida je da samo mala koli¢ina dolazi do ciljane biljke, a ostatak se akumulira u okolis,
gdje utjece na usjeve, zivotinje i ljude (Pimentel, 1995). Prekomjerno KkoriStenje
pendimetalina dovodi do moguceg oneciséenja okolisa. Samo 10 % pendimetalina dolazi do
ciljanog korova, 10-20 % isparava u prvom tjednu nakon primjene, a ostatak se moze rasprsiti
bioloskim ili kemijskim procesom, s vremenom poluraspada izmedu 30 i 200 dana. Prema
ovim podacima, uocava se da ima dovoljno vremena za fizikalnu adheziju za tlo, organsku
frakciju, sediment i Cestice gline (Strandberg & Scott-Fordsmand, 2004). Takoder, veca je
vjerojatnost za ulazak pendimetalina u hranjivi lanac, raspad na otrovne dusikove okside i
manja vjerojatnost razgradnje. Osim toga, pendimetalin toksikoloski utjece na floru i faunu
preko indirektnog i direktnog izlaganja. Povecano izlaganje pendimetalinu, povecava

vjerojatnost za rak pluca i gusterace (Ahmad et al., 2016).

CHy

pendimetalin
Slika 4.1. Struktura pendimetalina (Singh & Singh, 2016)
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5. Metode razgradnje pendimetalina u okoli$u

Jedan od najvaznijih procesa koji utjeCe na ponasSanje herbicida u okoliSu je njegova
razgradnja u tlu. Na razgradnju pendimetalina u tlu utjeCu smjese razlicitih pesticida, udio

vlage i fotokemijske reakcije.
5.1. Utjecaj pesticidnih smjesa

Ispitani su utjecaji smjese pendimetalina s tiametoksamom, metribuzinom, mankozebom ili s
tiametoksamom i mankozebom na razgradnju pendimetalina u tlu. Iz tablice 5.1. se uocava da
dodatkom pesticida, pendimetalinu, dolazi do poveéanja vremena poluraspada pendimetalina
u tlu. Samostalni pendimetalin ima najmanje vrijeme poluraspada u pjes¢anoj ilovaci te iznosi
26,9 dana. Od svih ispitivanih smjesa, smjesa pendimetalina i metribuzina ima najmanje
vrijeme poluraspada u pjesc¢anoj i glinenoj ilovaci, koje iznosi 28,7 dana, odnosno 37,7 dana.
Najvece vrijeme poluraspada u pjes€anoj ilovaci, pendimetalin ima u smjesi s tiametoksamom
i mankozebom. Dok, u glinenoj ilovaéi, pendimetalin ima najvece vrijeme poluraspada u
smjesi s mankozebom. Samostalni pendimetalin ima najmanje vrijeme poluraspada u glinenoj
ilovaci, nakon smjese pendimetalina i metribuzina. Prema tome, najveci utjecaj na razgradnju
pendimetalina imaju smjese pendimetalina s mankozebom i s tiametoksamom i mankozebom

(Swarcewicz & Gregorczyk, 2012).

Tablica 5.1. Utjecaj smjese pesticida na razgradnju pendimetalina u tlu pri 60 %-tnom

kapacitetu polja, pri temperaturi 22 + 2 °C (Swarcewicz & Gregorczyk, 2012)

Vrste pesticida Vrijeme poluraspada pendimetalina u tlu (dani)
pjescana ilovaca glinena ilovaca

pendimetalin 26,9 44,4

pendimetalin + tiametoksam 35,6 54,4

pendimetalin + metribuzin 28,7 37,7

pendimetalin + mankozeb 46,1 63,9

pendimetalin + tiametoksam 62,2 63,3
+ mankozeb

Na slici 5.1. je prikazana ovisnost koncentracije pendimetalina o vremenu, u pjes¢anoj (a) i
glinenoj (b) ilovaci, za samostalni pendimetalin i smjesu pendimetalina s tiametoksamom i
mankozebom. U prvih trideset dana, dolazi do ubrzane razgradnje pendimetalina u oba tla.
Nakon trideset dana, dolazi do usporavanja razgradnje pendimetalina. Nakon 100 dana,
razgraduje se 55 % pendimetalina u smjesi s tiametoksamom i mankozebom, u pjescanoj i

glinenoj ilovac¢i. Medutim, vecéi postotak pendimetalina se razgraduje u pjescanoj ilovaci, u
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odnosu na glinenu ilovacu. U pjeScanoj ilovaci se razgraduje 67,5 % pendimetalina, a u
glinenoj ilovaci 55 % pendimetalina. Iz dobivenih vrijednosti se zakljuCuje da se pendimetalin
samostalno znatno bolje razgraduje u pjescanoj ilovaci, u odnosu na glinenu ilovacu. Osim
toga, isti je postotak razgradnje pendimetalina u smjesi s tiametoksamom i mankozebom i kod

samostalnog pendimetalina, u glinenoj ilovaci (Swarcewicz & Gregorczyk, 2012).

2,0
Koncentracija

pendimetalina 16}
(mg/kg)

0,8}

0,4}

0o b 0o b v

Vrijeme (dani)

Slika 5.1. Ovisnost koncentracije pendimetalina 0 vremenu u pje$c¢anoj (a) i glinenoj (b)
ilovaci, gdje su: 1 1 3 smjese pendimetalina s tiametoksamom i mankozebom, a 2 i1 4

samostalni pendimetalin (Swarcewicz & Gregorczyk, 2012)
5.2. Utjecaj vlaZnosti tla

Osim vrsta pesticidnih smjesa, na raspad pendimetalina utjece i vlaznost tla. U tablici 5.2. su
prikazani podaci za vrijeme poluraspada pendimetalina u razli¢itim smjesama, u pjescanoj i
glinenoj ilovadi, pri 30 %-tnom i 90 %-tnom udjelu vlage (Swarcewicz & Gregorczyk, 2012).
Pri 30 %-tnom udjelu vlage, najmanje vrijeme poluraspada pendimetalina, u pjesc¢anoj ilovadi,
je u smjesi s mankozebom. Dok, u glinenoj ilovaci, najmanje vrijeme poluraspada ima
samostalni pendimetalin. Pri 90 %-tnom udjelu vlage, najmanje vrijeme poluraspada je kod
samostalnog pendimetalina u pjescanoj i glinenoj ilovaci te iznosi 21,9 dana, odnosno 27,9
dana. Najvece vrijeme poluraspada pendimetalina je u smjesi s mankozebom i u smjesi s
tiametoksamom i mankozebom u pjesc¢anoj, odnosno glinenoj ilovaci. Porastom udjela vlage s
30 % na 90 %, dolazi do Cetverostrukog smanjenja vremena poluraspada pendimetalina za sve
uzorke. lznimka su smjesa pendimetalina s mankozebom i smjesa pendimetalina s
tiametoksamom i mankozebom. Prema tome, porastom udjela vlage, smanjuje se vrijeme

poluraspada pendimetalina (Swarcewicz & Gregorczyk, 2012).
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Tablica 5.2. Prikaz vremena poluraspada samostalnog pendimetalina (P), u smjesi s
tiametoksamom (P + T), mankozebom (P + M), tiametoksamom i mankozebom (P + T + M),
za 30 %-tni i 90 %-tni udio vlage, u pjescanoj i glinenoj ilovaci (Swarcewicz & Gregorczyk,
2012)

Udio Vrijeme poluraspada pendimetalina u tlu (dani)

vlage pjescana ilovaca glinena ilovaca

(%) P P+T | P+M |[P+T+M P P+T | P+M |[P+T+M

30 94,6 80,0 77,4 121,8 1127 | 1184 134,5 150,9

90 21,9 24,4 34,2 33,5 27,9 29,7 55,2 65,7

5.3. Fotorazgradnja pendimetalina

Fotokemijske reakcije su najvazniji abioticki kemijski faktori, koji utjeu na ponasanje
herbicida. Primjeri abioti¢kih kemijskih faktora su svjetlost, temperatura, pH, vjetar, vlaznost.
U vodenim sustavima, fotokemijske reakcije imaju glavnu ulogu pri razgradnji herbicida.
Dok, u tlu su fotokemijske reakcije znacajne samo na povrSini. Medutim, kada je povrSina
vlazna, fotokemijske reakcije se mogu odviti na adsorbiranom dijelu i dijelu otopljenom u
vodi. Modelne reakcije u vodenim otopinama simuliraju fotoreakcije, kemikalija otopljenih u
vodenoj fazi tla te u suspenziji vode i tla. Kod pendimetalina dolazi do direktne i indirektne
fotolize, u prisutnosti Cestica tla (slika 5.2.) (Scheunert et al., 1993). Pri valnim duljinama
manjim ili jednakim 290 nm, dolazi do direktne fotolize pendimetalina u vodi. Direkthom
fotolizom, dolazi do N-dealkilacije pendimetalina (1) i nastaje 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilin
(2). Do indirektne fotolize pendimetalina, dolazi pri valnim duljinama vecim ili jednakim 290
nm, u vodenoj otopini huminske kiseline. Huminska kiselina poti¢e redukciju nitro skupine
pendimetalina u polozaju 6, u amino skupinu te nastaje 6-amino-2-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-
etilne skupine pendimetalina. Dodatkom acetona, nastaje 2,6-dinitro-N-(1-propil)-3,4-ksilidin
(4) (Scheunert et al., 1993).
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2 1 aceton / H,O

NH; NH(CH)(CH;CHa)z NHCH,CH,CHy
H,O
O,N NO;, 05N NO3 N NO;
—_—
CHs CH;3 CHy
CHy CHy CH3
huminska kiselina / H,O 4

NHCH(CH;CH3)

HoN NO,

CH3

Slika 5.2. Mehanizam direktne i indirektne fotolize pendimetalina, gdje su: 1- pendimetalin,
2- 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilin, 3- 6-amino-2-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-ksilidin, 4- 2,6-
dinitro-N-(1-propil)-3,4-ksilidin (Scheunert et al., 1993)

6. Mikrobioloska razgradnja pendimetalina

Najvazniji nacin razgradnje pendimetalina je mikrobioloska razgradnja, pomocu razlicitih
bakterija i gljivica. Razgradnja pendimetalina moze zapoceti oksidativnom N-dealkilacijom,
ciklizacijom ili nitroredukcijom (Kole et al.,, 1994). N-dealkilacijom dolazi do izlaska
etilpropilne skupine, vezane na dusik amino skupine, uz pomo¢ enzima pendimetalin-N-
dealkilaze. Produkti N-dealkilacije su 2,6-dinitro-3,4-dimetilanilin i pentan, gdje se pentan
koristi kao izvor ugljika (Megadi et al., 2010). Nitroredukcijom dolazi do redukcije nitro
skupine pendimetalina u amino skupinu, u polozaju 6 aromatskog prstena. Nitroredukcija se
odvija uz pendimetalin nitroreduktazu, kojoj je nuzan elektron donor, NAD(P)H. Produkt
nitroredukcije je 6-amino-2-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-ksilidin (Ni et al., 2016). Bakterije koje
razgraduju pendimetalin su Bacillus subtilis Y3, Bacillus megaterium, Pseudomonas putida,

Azotobacter chroococcum, Bacillus lehensis XJU, Bacillus circulans.
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6.1. Bacillus subtilis Y3

Bacillus subtilis Y3 je jedan od mikroorganizama, koji razgraduje pendimetalin. Ovisnost
koncentracije pendimetalina, odnosno gustoce stanica Bacillus subtilis Y3 o vremenu
inkubacije je prikazana na slici 6.1. (Ni et al., 2015). Nakon 36 sati inkubiranja pendimetalina
uz Bacillus subtilis Y3, dolazi do 80 %-tne razgradnje pendimetalina masene koncentracije
100 mg/L (krivulja 1). Do 99,9 %-tne razgradnje pendimetalina, dolazi nakon 60 sati
inkubacije, uz Bacillus subtilis Y3 (krivulja 1). Nakon 60 sati, samo se 3,2 % pendimetalina
razgraduje, kada nije prisutan Bacillus subtilis Y3 (krivulja 2). Gustoca stanica soj Y3, nakon
36 sati inkubacije s pendimetalinom iznosi 9 x 10’ CFU/mL. CFU/mL predstavlja broj
jedinica za formiranje kolonija po mililitru pocetne kulture, a rauna se kao deseterostruki
umnozak broja kolonija i broja kojim se koncentracija uzorka pomnozi, kako bi se dobila
pocetna koncentracija. Maksimalna gustoéa stanica soj Y3 (1,83 x 10° CFU/mL) se postiZe
nakon 60 sati inkubacije uz pendimetalin (krivulja 3). Najmanja gustoca stanica soj Y3, bez
pendimetalina iznosi 1 x 10’ CFU/mL te se ne mijenja tijekom 60 sati (krivulja 4). 1z
dobivenih podataka se moze zakljuciti da Bacillus subtilis Y3 izvrsno razgraduje
pendimetalin. Pendimetalin se samostalno izrazito slabo razgraduje nakon 60 sati, tek 3,2 %
pendimetalina se razgradi. Takoder, ne dolazi do rasta gustoCe stanica soj Y3, bez prisutnosti
pendimetalina (Ni et al., 2015).

1-razgradnja pendimetalina uz Bacillus subtilis Y3
2-razgradnja pendimetalina bez Bacillus subtilis Y3
3-gustoca stanica soj Y3 uz pendimetalin

4-gustoca stanica soj Y3 bez pendimetalina

20

100

Gustoca stanica
(1 x 10" CFU/mL)

Koncentracija 30
neizreagiranog
pendimetalina
(mg/L) '

40

20

0 2 ) 36 a3 60
Vrijeme (h)

Slika 6.1. Ovisnost koncentracije neizreagiranog pendimetalina i gustoce stanica Bacillus

subtilis Y3 o vremenu (Ni et al., 2015)
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Mehanizam razgradnje pendimetalina uz Bacillus subtilis Y3 zapoc¢inje nitroredukcijom nitro
skupine u amino skupinu, koja je vezana na C6 atom aromatskog prstena. Nitroredukciju
katalizira enzim pendimetalin nitroreduktaza, uz NAD(P)H kao elektron donor te nastaje 6-
amino-2-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-ksilidin (1). Zatim, dolazi do nitroredukcije nitro skupine
vezane na C2 atom aromatskog prstena u nitrozo skupinu (-NO) i karboksilacije metilne
skupine vezane na C4 atom aromatskog prstena te nastaje 5-amino-2-metil-3-nitrozo-4-
(pentan-3-ilamino) benzojeva kiselina (2). U zadnjem koraku, dolazi do ciklizacije i
hidroksilacije te nastaje 8-amino-2-etil-5-(hidroksimetil)-1,2-dihidrokinoksalin-6-karboksilna
kiselina (3) (Ni et al., 2015).

nitroredukcija
NL/ nitroredukcija karboksﬂacua /(/
HN
H

H;N NO
O,N NO, ﬂ H.N > >
NAD(P)H*  NAD(P)*
COOH

pendimetalin 2
ciklizacija
hidroksilacija

HN |
g N Ng— ¢—

COOH OH

Slika 6.2. Razgradnja pendimetalina uz Bacillus subtilis Y3 na metabolite: 1: 6-amino-2-
nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-ksilidin, 2: 5-amino-2-metil-3-nitrozo-4-(pentan-3-ilamino)
benzojeva kiselina, 3: 8-amino-2-etil-5-(hidroksimetil)-1,2-dihidrokinoksalin-6-karboksilna
kiselina (Ni et al., 2015)

6.2. Bacillus megaterium

Osim Bacillus subtilis Y3, Bacillus megaterium ima moguénost razgradnje pendimetalina.
Medutim, nisu poznati produkti razgradnje pendimetalina uz Bacillus megaterium. Ovisnost
rasta Bacillus megaterium o pH vrijednosti, uz pendimetalin kao izvor ugljika je prikazana na
slici 6.3. (Belal & Hasan, 2013).
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Slika 6.3. Ovisnost logaritma jedinica za formiranje kolonija po mililitru pocéetne kulture
(log(CFU/mL)) o pH, za Bacillus megaterium, uz pendimetalin kao izvor ugljika (Belal &
Hasan, 2013)

Iz slike 6.3. se uocava da je najveci rast Bacillus megaterium pri pH 7, a najmanji rast pri pH
6. Vecini bakterija odgovara neutralni pH (pH=7), $to je slucaj i kod Bacillus megaterium.
Medutim, Bacillus megaterium postize zadovoljavajuéi rast, pri svim ispitivanim pH
vrijednostima, odnosno izmedu pH 6 i 8. Osim pH vrijednosti, temperatura utjeCe na rast
Bacillus megaterium, uz pendimetalin kao izvor ugljika. Na slici 6.4. je prikazana ovisnost
rasta Bacillus megaterium o temperaturi, uz pendimetalin kao izvor ugljika. Najveéi rast
Bacillus megaterium se postize pri 30 °C, a najmanji rast pri 40 °C. Pri svim ispitivanim
temperaturama, odnosno od 20 do 40 °C se postize zadovoljavajuéi rast Bacillus megaterium
(Belal & Hasan, 2013).

,] T I T I T I T l
20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Log(CFU/mL)
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Slika 6.4. Ovisnost logaritma jedinica za formiranje kolonija po mililitru pocetne kulture
(log(CFU/mL)) o temperaturi za Bacillus megaterium, uz pendimetalin kao izvor ugljika
(Belal & Hasan, 2013)
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Bacillus megaterium je izrazito ucinkovit mikroorganizam pri razgradnji pendimetalina, to
jest u potpunosti razgraduje pendimetalin. Na slici 6.5. je prikazana ovisnost koncentracije
pendimetalina i rasta Bacillus megaterium o vremenu inkubacije, u vodenom sustavu. Vrijeme
poluraspada pendimetalina uz Bacillus megaterium iznosi 5,6 dana. Dok, u netretiranom
teku¢em mediju, vrijeme poluraspada pendimetalina iznosi 53,4 dana. Nakon 28 dana
inkubacije pendimetalina uz Bacillus megaterium, dolazi do potpune razgradnje
pendimetalina (krivulja 1). Porastom udjela razgradenog pendimetalina, dolazi do postupnog
rasta Bacillus megaterium. Nakon 28 dana, dolazi do povecanja broja kolonija Bacillus
megaterium po mililitru poéetne kulture za 100 puta, to jest s poCetnih deset milijuna (107) na
jednu milijardu kolonija (10%) (krivulja 2). U kontrolnom uzorku, odnosno u uzorku bez
Bacillus megaterium, nakon 28 dana, dolazi samo do 17 %-tne razgradnje pendimetalina
(krivulja 3) (Belal & Hasan, 2013).

-
(=]

Udio
neizreagiranog
pendimetalina
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Log(CFU/mL)

—
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Vrijeme inkubacije (dani)

Slika 6.5. Ovisnost neizreagiranog pendimetalina i logaritma jedinica za formiranje kolonija
po mililitru pocetne kulture (log(CFU/mL)) o vremenu inkubacije, za Bacillus megaterium,
gdje je: 1- raspad pendimetalina uz Bacillus megaterium, 2- rast Bacillus megaterium, 3-

raspad pendimetalina bez Bacillus megaterium (Belal & Hasan, 2013)
6.3. Pseudomonas putida

Takoder, Pseudomonas putida ima moguénost razgradnje pendimetalina. pH i temperatura
imaju velik utjecaj na rast Pseudomonas putida. Na slici 6.6. je prikazana ovisnost rasta
Pseudomonas putida o pH vrijednosti, uz pendimetalin kao izvor ugljika (Elsayed & EI-Nady,
2013).
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Slika 6.6. Ovisnost logaritma jedinica za formiranje kolonija po mililitru poc¢etne kulture
(log(CFU/mL)) o pH, za Pseudomonas putida, uz pendimetalin kao izvor ugljika (Elsayed &
El-Nady, 2013)

Najveéi rast Pseudomonas putida se postize pri pH 7, a najmanji rast pri pH 6. Kao i Bacillus
megaterium, Pseudomonas putida moze rasti pri pH vrijednostima izmedu 6 i 8. Pri svim
ispitivanim pH vrijednostima, veéi je rast Pseudomonas putida u odnosu na Bacillus
megaterium. Na slici 6.7. je prikazana ovisnost rasta Pseudomonas putida o temperaturi, uz
pendimetalin kao izvor ugljika. Pri 30 °C se postiZze najveci rast Pseudomonas putida, a pri
40 °C najmanji rast. Pri svim ispitivanim temperaturama, odnosno izmedu 20 1 40 °C se
postize zadovoljavajuci rast Pseudomonas putida. Pri svim ispitivanim temperaturama, rast

Pseudomonas putida je ve¢i ili jednak rastu Bacillus megaterium (Elsayed & EI-Nady, 2013).
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Slika 6.7. Ovisnost logaritma jedinica za formiranje kolonija po mililitru pocéetne kulture
(log(CFU/mL)) o temperaturi, za Pseudomonas putida, uz pendimetalin kao izvor ugljika
(Elsayed & EI-Nady, 2013)

Na slici 6.8. je prikazana ovisnost koncentracije pendimetalina i rasta Pseudomonas putida o

vremenu inkubacije, u vodenom sustavu. Vrijeme poluraspada pendimetalina uz
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Pseudomonas putida iznosi 5,46 dana, $to je manje u odnosu na Bacillus megaterium. Nakon
28 dana inkubacije pendimetalina uz Pseudomonas putida, dolazi do potpune razgradnje
pendimetalina (krivulja 1). Medutim, u netretiranom tekuéem mediju, vrijeme poluraspada
pendimetalina iznosi 62,43 dana. Porastom razgradnje pendimetalina, dolazi do povecanja
broja kolonija Pseudomonas putida. Nakon 28 dana, sto puta se povecao broj kolonija
Pseudomonas putida po mililitru podetne kulture, to jest s podetnih deset milijuna (107) na
jednu milijardu kolonija (10%), kao i kod Bacillus megaterium (krivulja 2). U kontrolnom
uzorku, odnosno bez Pseudomonas putida, samo se 17 % pendimetalina razgraduje (krivulja
3) (Elsayed & EI-Nady, 2013).
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Slika 6.8. Ovisnost neizreagiranog pendimetalina i logaritma jedinica za formiranje kolonija
po mililitru pocetne kulture (log(CFU/mL)) o vremenu inkubacije, za Pseudomonas putida,
gdje je: 1- raspad pendimetalina uz Pseudomonas putida, 2- rast Pseudomonas putida, 3-

raspad pendimetalina bez Pseudomonas putida (Elsayed & El-Nady, 2013)
6.4. Azotobacter chroococcum

Osim Pseudomonas putida, Azotobacter chroococcum ima moguénost razgradnje
pendimetalina (slika 6.9.). N-dealkilacijom pendimetalina (1) dolazi do izlaska etilpropilne
skupine i stvaranja 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilina (S;). Zatim, dolazi do acetilacije, to jest
vezanja acetilne skupine na dusik amino skupine. Nastali produkt je N-(3,4-dimetil-2,6-
dinitrofenil) acetamid (Ss). Takoder, direktnom eliminacijom nitro skupine u polozaju 2 bez
supstitucije, iz S; nastaje 4,5-dimetil-2-nitroanilin (S4). Moguc¢a je i razgradnja pendimetalina

na 6-aminopendimetalin i 2-aminopendimetalin. Redukcijom nitro skupine pendimetalina u
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amino skupinu, u poloZaju 6, nastaje 6-aminopendimetalin (Sz). Osim redukcije nitro skupine
u polozaju 6, dolazi do redukcije nitro skupine u polozaju 2 te nastaje sporedni produkt, 2-
aminopendimetalin (I1) (Barua et al., 1990). Oksidacijom metilne skupine pendimetalina u
poloZaju 3 benzenskog prstena, nastaje manjinski produkt, 2-metil-4,6-dinitro-N-(5-etilpropil)
benzil alkohol (Ss). Zatim, dolazi do djelomi¢ne redukcije nitro skupine u poloZaju 6 u nitrozo
skupinu (-NO), N-dealkilacije i oksidativne ciklizacije. Nastali produkt je 2-metil-4-nitro-5-
N-(1-ciklopropil)-6-nitrozobenzil alkohol (Sg). Takoder, oksidacijom hidroksilne skupine u
aldehidnu skupinu iz Ss nastaje 2-metil-4,6-dinitro-5-(1-etilpropil amino) benzaldehid (l11)
(Pal et al., 1991).
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Slika 6.9. Razgradnja pendimetalina uz Azotobacter chroococcum (Kole et al., 1994)

Azotobacter chroococcum koristi C-dealkilaciju, kako bi se doslo do hidroksilacije na
polozaju C3 aromatskog prstena, Ss i Sg su meduprodukti procesa. Hidroksilacija prstena se
moze odviti na C1 (nakon N-dealkilacije), na C2 i C6 nakon redukcije nitro skupine i
oksidativne deaminacije. Azotobacter chroococcum preferira C6 polozaj pri hidroksilaciji
prstena, u odnosu na C2 polozaj. Prema tome, S;, Sy, Ss, Ss | Sg Su najvjerojatniji

meduprodukti za cijepanje aromatskog prstena pendimetalina (Kole et al., 1994).
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6.5. Bacillus lehensis XJU

Bacillus lehensis XJU moze razgraditi pendimetalin na dva glavna metabolita,
6-aminopendimetalin i 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilin. 6-aminopendimetalin nastaje redukcijom
nitro skupine pendimetalina u amino skupinu, u polozaju Sest aromatskog prstena. Takoder,
dolazi do N-dealkilacije, kojom se pendimetalin razgraduje na 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilin i
pentan. Glavni produkti razgradnje pendimetalina uz Bacillus lehensis XJU, isti su kao i kod
Bacillus circulans. Pri niskoj koncentraciji pendimetalina 1 g/L, provedeno je ispitivanje
razgradnje pendimetalina na razli¢itim podlogama. Ovisnost razgradnje pendimetalina uz
Bacillus lehensis XJU, imobiliziranim na razli¢itim podlogama, 0 vremenu je prikazana na
slici 6.10.. Nakon 72 sata inkubacije, pendimetalina s imobiliziranim stanicama na
poliuretanskoj pjeni (1), dolazi do potpune razgradnje pendimetalina. Stanice imobilizirane na
poliakrilamidu (2), natrijevom alginatu (3), agaru (4) i slobodne suspendirane stanice (5),
priblizno jednako razgraduju pendimetalin, nakon 96 sati inkubacije. Medutim, kod
kontrolnog uzorka bez stanica Bacillus lehensis XJU (6), ne dolazi do razgradnje

pendimetalina (Tallur et al., 2015).
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Slika 6.10. Ovisnost razgradnje pendimetalina uz Bacillus lehensis XJU, o vremenu

inkubacije, za pocetnu koncentraciju pendimetalina 1 g/L (Tallur et al., 2015)

Porastom koncentracije pendimetalina na 2 g/L (slika 6.11.), dolazi do smanjenja brzine
razgradnje pendimetalina, u svim medijima. Medutim, nakon 96 sati dolazi do potpune
razgradnje pendimetalina sa stanicama na poliuretanskoj pjeni (1). Nakon stanica u
poliuretanskoj pjeni, dolazi do najvece razgradnje pendimetalina na poliakrilamidu (2) te

iznosi 75 %. Na preostalim medijima i kod slobodnih suspendiranih stanica, dolazi do
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50-70 %-tne razgradnje pendimetalina. Medutim, ne dolazi do razgradnje pendimetalina u
uzorku bez stanica Bacillus lehensis XJU (6) (Tallur et al., 2015).
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Slika 6.11. Ovisnost razgradnje pendimetalina uz Bacillus lehensis XJU, o vremenu
inkubacije, za pocetnu koncentraciju pendimetalina 2 g/L (Tallur et al., 2015)

Porastom koncentracije pendimetalina, dolazi do smanjenja brzine razgradnje pendimetalina
uz stanice Bacillus lehensis XJU. Pri obje koncentracije pendimetalina, u potpunosti se
razgraduje pendimetalin, uz stanice na poliuretanskoj pjeni. Medutim, nakon 96 sati, ne dolazi
do razgradnje uzorka pendimetalina, bez stanica Bacillus lehensis XJU. Ispitana je ovisnost
razgradnje pendimetalina koncentracije 1 g/L, uz slobodne suspendirane stanice i stanice
imobilizirane na poliuretanskoj pjeni, o pH i temperaturi (slika 6.12.) (Tallur et al., 2015). Pri
pH 6, 7 i 8, uz stanice imobilizirane na poliuretanskoj pjeni, dolazi do potpune razgradnje
pendimetalina (slika 6.12. a). Do najmanje uc¢inkovitosti razgradnje pendimetalina, uz stanice
imobilizirane na poliuretanskoj pjeni, dolazi pri pH 4 te iznosi 88 %. Slobodne suspendirane
stanice ne razgraduju sav pendimetalin pri svim pH vrijednostima. Pri pH 7 je najveca
razgradnja pendimetalina i iznosi 98 %. Medutim, pri pH 10, dolazi do najmanje razgradnje
pendimetalina, to jest 12 %-tne razgradnje pendimetalina. Pri svim pH vrijednostima, stanice
imobilizirane na poliuretanskoj pjeni razgraduju veci postotak pendimetalina, u odnosu na
slobodne suspendirane stanice (Tallur et al., 2015). Stanice imobilizirane na poliuretanskoj
pjeni u potpunosti razgraduju pendimetalin pri 25, 30 i 35 °C (slika 6.12. b). Pri 45 °C je
najslabija razgradnja pendimetalina i iznosi 85 %. Slobodne suspendirane stanice samo pri
30 °C u potpunosti razgraduju pendimetalin. Najmanja razgradnja pendimetalina je pri 45 °C
te iznosi 35 %. Pri svim temperatura se pendimetalin bolje razgraduje na poliuretanskoj pjeni,

u odnosu na slobodne imobilizirane stanice (Tallur et al., 2015).
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Slika 6.12. Ovisnosti postotka razgradenog pendimetalina o a) pH i b) temperaturi, za

slobodne suspendirane stanice i imobilizirane na poliuretanskoj pjeni (Tallur et al., 2015)
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7. Enzimi u razgradnji pendimetalina

Pendimetalin nitroreduktaza je enzim Kkoji razgraduje pendimetalin. Pendimetalin
nitroreduktaza se sastoji od 209 aminokiselina. Nitroreduktaze se dijele na jednoelektronski i
dvoelektronski mehanizam nitroredukcije polinitroaromatskih spojeva. Nitroreduktaze tipa |
nisu osjetljive na prisutnost kisika te zahtijevaju elektron donore, NAD(P)H, kod prijenosa
dva elektrona. Nitroreduktaze tipa Il su osjetljive na kisik, kataliziraju nitro skupinu putem
jednoelektronske redukcije, pritom noseci nitro anionski radikal, koji se moze reoksidirati u
pocetni spoj u aerobnim uvjetima. Pendimetalin nitroreduktaza pripada nitroreduktazama tipa
I. Pendimetalin nitroreduktazu sadrzi Bacillus subtilis Y3 i Bacillus circulans. Osim
pendimetalin nitroreduktaze, Bacillus circulans sadrzi pendimetalin-N-dealkilazu (Ni et al.,
2016).

7.1. Pendimetalin nitroreduktaza iz Bacillus subtilis Y3

Bakterija Bacillus subtilis Y3 sadrzi pendimetalin nitroreduktazu, koja reducira samo jednu
nitro skupinu pendimetalina u amino skupinu. Posto pendimetalin sadrzi dvije nitro skupine,
potrebno je putem *H NMR-a utvrditi produkt nitroredukcije. *H NMR spektar produkta
nitroredukcije pendimetalina je prikazan na slici 7.1. (Ni et al., 2016). Singlet protona amino
skupine na C6 ugljikovom atomu aromatskog prstena se nalazi na 4,9 ppm. Singlet na 6,6
ppm pripada protonu C5 ugljika aromatskog prstena. Singleti metilnih skupina vezanih na C4
i C5 ugljikove atome aromatskog prstena se javljaju na 1,9 i 2,1 ppm. Signali za
N-(1-etilpropil) skupinu se nalaze na 3,5 2,75; 1,3 i 08 ppm. U ‘H NMR-u
6-amino-2-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-ksilidin i 2-amino-6-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-ksilidin se
razlikuju po kemijskom pomaku C5 protona aromatskog prstena. Kod 6-amino-2-nitro-N-(1-
etilpropil)-3,4-ksilidin signal za C5 proton se javlja na 6,6 ppm, dok za 2-amino-6-nitro-N-(1-
etilpropil)-3,4-ksilidin se javlja na 8,0 ppm. Prema tome, produkt nitroredukcije
pendimentalina pomo¢u pendimetalin nitroreduktaze je 6-amino-2-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-
ksilidin (Ni et al., 2016).
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Slika 7.1. *H NMR spektar 6-amino-2-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-ksilidina (Ni et al., 2016)

Kako bi se omogucéila redukcija nitro skupine u amino skupinu, u poloZzaju 6 aromatskog
prstena, nuzan je elektron donor, NAD(P)H. NAD(P)H se oksidira u NAD(P)" i otpusta dva
elektrona, koja su nuzna za redukciju pendimetalina u 6-amino-N-2-nitro-(1-etilpropil)-3,4-
ksilidin (slika 7.2.) (Ni et al., 2016).
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Slika 7.2. Nitroredukcija pendimetalina u 6-amino-2-nitro-N-(1-etilpropil)-3,4-ksilidin

pomocu enzima pendimetalin nitroreduktaze iz Bacillus subtilis Y3 (Ni et al., 2016)

Dodatkom nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) ili nikotinamid adenin
dinukleotida (NADH), stani¢ni ekstrakt Bacillus subtilis Y3, pokazuje veliku aktivnost
pendimetalin nitroreduktaze. Osim toga, pendimetalin nitroreduktaza pokazuje slabu aktivnost
u odsutnosti NADPH ili NADH. Najvjerojatniji razlog za to je mala koli¢ina pendimetalin
nitroreduktaze u stanicnom ekstraktu. Aktivnost pendimetalin nitroreduktaze je veéa pri

dodatku NADH, u odnosu na NADPH. Prema tome, NADH je preferirani kofaktor za
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pendimetalin nitroreduktazu. Vrijednosti aktivnosti pendimetalin nitroreduktaze nakon
dodatka NADPH, NADH i bez njihovog dodatka su prikazane u tablici 7.1. (Ni et al., 2015).

Tablica 7.1. Aktivnost pendimetalin nitroreduktaze u Bacillus subtilis Y3, uz dodatak
NADPH, NADH i bez njihovog dodatka (Ni et al., 2015)

Aktivnost pendimetalin nitroreduktaze (umol/(min - mg))
dodatak NADH dodatak NADPH bez dodatka
Stani¢ni ekstrakt 0,38 + 0,06 0,30 + 0,04 0,03+0,01

Najveca aktivnost pendimetalin nitroreduktaze se postize pri 30 °C i pH vrijednosti od 7,5.
Hg?*, Ni%*, Pb?*, Co®*, Mn%*, Cu** i Ag" ioni inhibiraju pendimetalin nitroreduktazu. Dok,

Fe?*, Mg?" i Ca?* ioni povecavaju aktivnost pendimetalin nitroreduktaze (Ni et al., 2015).
7.2. Pendimetalin nitroreduktaza i pendimetalin-N-dealkilaza iz Bacillus circulans

Osim Bacillus subtilis, i Bacillus circulans sadrzi enzim pendimetalin nitroreduktazu. Bacillus
circulans sadrzi i enzim pendimetalin-N-dealkilazu. Mehanizam razgradnje pendimetalina uz
Bacillus circulans je prikazan na slici 7.3. (Megadi et al., 2010). Djelovanjem enzima
pendimetalin nitroreduktaze, dolazi do redukcije nitro skupine pendimetalina (1) na polozaju
Sest, na aromatskom prstenu, u amino skupinu te nastaje 6-aminopendimetalin (2). Kako bi se
provela nitroredukcija, nuzan je elektron donor NAD(P)H, koji se oksidira u NAD(P)" i
pritom otpusta dva elektrona. Djelovanjem pendimetalin-N-dealkilaze na pendimetalin, dolazi
do N-dealkilacije te nastaju dva produkta. Produkti N-dealkilacije su 3,4-dimetil-2,6-
dinitroanilin (3) i pentan (4). Bacillus circulans moze oksidirati pendimetalin i pentan te ih
iskoristiti kao izvor ugljika, to jest energije. Medutim, nema sposobnost oksidacije 6-
aminopendimetalina i 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilina jer ne poticu rast Bacillus circulans i unos
kisika (Megadi et al., 2010).
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Slika 7.3. Mehanizam razgradnje pendimetalina pomocu enzima pendimetalin nitroreduktaze

i N-dealkilaze iz Bacillus circulans (Megadi et al., 2010)

Pendimetalin nitroreduktaza iz Bacillus circulans je monomerni protein, ¢ija masa iznosi
4,483 x 10 kg. Ovisnost aktivnosti pendimetalin nitroreduktaze iz Bacillus circulans o pH

vrijednosti (a) i temperaturi (b) je prikazana na slici 7.4. (More et al., 2015).

Aktivnost enzima Aktivnost enzima
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Slika 7.4. Ovisnost aktivnosti pendimetalin nitroreduktaze iz Bacillus circulans o pH (a) i

temperaturi inkubacije (b) (More et al., 2015)
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Iz slike 7.4. (a) se uoCava da enzim ima najvecu aktivnost pri pH vrijednosti 7.5.
Zadovoljavaju¢a aktivnost enzima se postize pri pH vrijednostima izmedu 6,5 1 8.,5.
Pendimetalin nitroreduktaza nema aktivnost pri pH vrijednostima 4,5 i 9,5. Slika 7.4. (b)
pokazuje da enzim ima najvecu aktivnost pri 30 °C. Izmedu 20 i 35 °C se postize visoka
aktivnost enzima. Pri 0, 5 i 50 °C, nema aktivnosti pendimetalin nitroreduktaze. Osim pH i
temperature, na aktivnost pendimetalin nitroreduktaze u Bacillus circulans utjecu razli¢iti
kationi (slika 7.5.) (More et al., 2015).
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Slika 7.5. Smanjenje aktivnosti pendimetalin nitroreduktaze iz Bacillus circulans, kod
uzoraka: 1- nema iona, 2- Fe*", 3- Fe*', 4- Ca®*, 5- Mg®', 6- Mn?*, 7- Hg**, 8- Pb?*, 9- Cu*" i
10- Ag" (More et al., 2015)

Fez+, Ca2+, Mg2+ i Mn?" ioni ne utjecu na aktivnost pendimetalin nitroreduktaze. Fe®* ion
smanjuje aktivnost enzima za 15 %, a Cu®* ion smanjuje aktivnost za 25 %. Hg*" ion najvise
inhibira enzim, smanjuje aktivnost enzima na 10 % podetne aktivnosti. Takoder, Pb** i Ag"
ioni znatno smanjuju aktivnost pendimetalin nitroreduktaze. Osim iona, i vrsta kofaktora

utjece na aktivnost enzima (More et al., 2015).

Tablica 7.2. Aktivnost pendimetalin nitroreduktaze iz Bacillus circulans, uz kofaktore:
NADPH, NADH, FAD i FMN (More et al., 2015)

Kofaktor, 1 uM Relativna Kofaktor, 1 uM Relativna
aktivnost, % aktivnost, %

NADPH 100,0 +0,0 FAD 0,0£0,0

NADH 205+1,3 FMN 0,0+£0,0

Iz tablice 7.2. se moze i8¢itati da je NADPH najbolji kofaktor za pendimetalin nitroreduktazu
iz Bacillus circulans. Uz NADPH kao kofaktor, ostvaruje se maksimalna aktivnost enzima.
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Kada se koristi NADH kao kofaktor, aktivnost enzima iznosi 20,5 % od maksimalne
vrijednosti. Flavin adenin dinukleotid (FAD) i flavin mononukleotid (FMN) ne utjecu na
aktivnost pendimetalin nitroreduktaze, to jest u potpunosti je inhibirano djelovanje enzima
(More et al., 2015).
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8. Zakljucak

Konacan produkt razgradnje pendimetalina uz Bacillus subtilis Y3 je 8-amino-2-etil-5-
(hidroksimetil)-1,2-dihidrokinoksalin-6-karboksilna  kiselina.  Nisu  poznati  produkti
razgradnje pendimetalina uz Bacillus megaterium i Pseudomonas putida. Najvjerojatniji
produkti razgradnje pendimetalina uz Azotobacter chroococcum su Si, Sy, S4, Ss i Sg. Glavni
produkti razgradnje pendimetalina uz Bacillus lehensis XJU su 6-aminopendimetalin i 3,4-
dimetil-2,6-dinitroanilin. Djelovanjem pendimetalin nitroreduktaze iz Bacillus subtilis Y3 na
pendimetalin, uz elektron donor NAD(P)H, dolazi do nitroredukcije. Pomoéu *H NMR-a je
utvrden produkt nitroredukcije pendimetalina. Signal C5 protona 2-aminopendimetalina se
javlja pri 8,0 ppm, a signal za 6-aminopendimetalin se javlja na 6,6 ppm. Signal C5 protona
produkta nitroredukcije se javlja pri 6,6 ppm. Prema tome, produkt nitroredukcije
pendimetalina s pendimetalin nitroreduktazom iz Bacillus subtilis Y3 je 6-aminopendimetalin.
Pendimetalin nitroreduktaza ima najvecu aktivnost uz dodatak NADH, odnosno NADH je
preferirani kofaktor za pendimetalin nitroreduktazu iz Bacillus subtilis Y 3. Bacillus circulans
sadrzi pendimetalin nitroreduktazu i pendimetalin-N-dealkilazu. Djelovanjem pendimetalin-
N-dealkilaze na pendimetalin, dolazi do N-dealkilacije te nastaju 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilin
i pentan. Uz NADPH kao kofaktor, ostvaruje se najveéa aktivnost pendimetalin
nitroreduktaze iz Bacillus circulans. Flavin adenin dinukleotid (FAD) i flavin mononukleotid
(FMN) u potpunosti inhibiraju djelovanje enzima, pendimetalin nitroreduktaze iz Bacillus
circulans. Pendimetalin nitroreduktaze iz Bacillus subtilis Y3 i Bacillus circulans imaju

najvecu aktivnost pri 30 °C i pH vrijednosti 7,5.
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9. Popis simbola

Ka - ravnotezna konstanta kiseline

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

BRENDA - BRaunschweig ENzyme DAtabase
CF - klodinafop propargil

2,4-D - 2,4-diklorfenoksiacetilna kiselina

GP - glifosat

PQ - parakvat

ymax - Maksimalna masena koncentracija (mg/L)
Kgq - koeficijent apsorpcije tla (L/kg)

P - postotak razgradnje herbicida

USEPA - United States Environmental Protection Agency
AC - atrazin klorohidrolaza

HAEA - hidroksiatrazin etilaminohidrolaza
IAIA - N-izopropilamelid izopropilaminohidrolaza
CAH - hidrolaza cijanurne kiseline

BH - biuret hidrolaza

AH - alofanat hidrolaza

ESK - etansulfonska kiselina

ATP - adenozin trifosfat

PHEO - feofitin

Qa, Qg — plastokinoni
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DCPMU - 3-(3,4-diklorfenil)-1-metilurea

DCPU - 1-(3,4-diklorfenil) urea

GD - glifosat dehidrogenaza

AMPK - aminometilfosfonska kiselina

SOD - superoksid dismutaza

CFU/mL - broj jedinica za formiranje kolonija po mililitru pocetne kulture
S; - 3,4-dimetil-2,6-dinitroanilin

S, - 6-aminopendimetalin

S3 - N-(3,4-dimetil-2,6-dinitrofenil) acetamid

S4 - 4,5-dimetil-2-nitroanilin

Ss - 2-metil-4,6-dinitro-N-(5-etilpropil) benzil alkohol

Se - 2-metil-4-nitro-5-N-(1-ciklopropil)-6-nitrozobenzil alkohol
NADH - nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

FAD - flavin adenin dinukleotid

FMN - flavin mononukleotid
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