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1. UVOD

Znatan napredak poljoprivrede omogucila je proizvodnja i upotreba pesticida, no
neizbjezne posljedice njihove upotrebe su onecis¢enje zraka, vode i tla te negativan utjecaj na
zdravlje ljudi i Zivotinja. Porastom upotrebe pesticida, tijekom 20. stoljeca, te uvidanjem
njihove Stetnosti, doslo je do potrebe za razvoj metoda njihovog uklanjanja iz prirode.
Bioremedijacija je Siroko prihvac¢ena metoda koja djeluje na bioloskoj osnovi. Djelovanjem
bakterija, algi te biljaka i gljiva, procesom bioremedijacije, moguce je ukloniti toksikante iz
okoliSa te vratiti ga u prvotno stanje, bez stvaranja meduprodukata. U ovom radu iznijet ¢e se
osnovne znacajke pesticida, povijest njihove upotrebe te posljedice na okolis i ¢ovjeka. Uz to,

prikazat ¢e se istrazivanja bioremedijacije odredenih herbicida i insekticida.

2. PESTICIDI

Prema definiciji Organizacije za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (eng.
Food and Agriculture Organization (FAO)), pesticidi su tvar ili smjesa viSe tvari koje se
upotrebljavaju u svrhu prevencije najezde, uniStavanja ili suzbijanja bilo koje vrste StetoCina
(vektori u prijenosu bolesti ljudi 1 Zivotinja, nepoZeljne vrste biljaka i Zivotinja koje stvaraju
gubitke u procesu proizvodnje, obrade, uskladiStenja, prijevoza ili stavljanja hrane na trZiste,
poljoprivrednih proizvoda, drveta, drvnih preradevina te hrane za Zivotinje) te suzbijanja
Steto¢ina koje parazitiraju u tijelu Zivotinja ili na njihovom tijelu (Zeljezi¢ i Perkovi¢ 2011).
Oko 85% proizvedenih pesticida primjenjuje se u poljoprivredi (Kim i dr. 2016). Takoder,
procijenjeno je da se, uz upotrebu pesticida, proizvede skoro jedna tre¢ina poljoprivrednih
proizvoda (Zhang 2018). Ukupna svjetska potrosnja pesticida 2001. godine je, prema sluzbenim
podacima FAO-a, bila preko 1 100 000 tona aktivne tvari, od ¢ega 46% herbicidi, a 26%
insekticidi. U Europskoj uniji, prema podacima za 25 ¢lanica, 2001. godine potroseno je preko
320 000 tona aktivne tvari, dok je u SAD-u i Kanadi iste godine potroseno 390 000 tona aktivne
tvari (Zeljezi¢ i Perkovié 2011). 2015 godine, ukupna svjetska potrosnja pesticida bila je preko
2 700 000 tona aktivne tvari, dok je u Europskoj uniji, prema podacima za 24 ¢lanice, ukupna
potrosnja bila preko 350 000 tona aktivne tvari (http://www.fao.org). Potrebno je naglasiti da
za neke drzave i godine nisu dostupni podaci u bazi podataka FAO-a.

Zhang (2018) istice dva razdoblja s obzirom na podatke o svjetskoj potrosnji



pesticida. Prvo razdoblje, od 1990. do 2007. godine, kada je utvrden porast potrosnje pesticida
te drugo razdoblje, od 2007. do danas, kada svjetska potro$nja pesticida opada.

Podaci o potrosnji pesticida u Hrvatskoj iz ranih 2000-ih su teze dostupni, no prema
podacima FAO-a, 2004. godine ukupna potroSnja pesticida bila je 2174 tona aktivne tvari.
Nadalje, 2010. godine ukupna potro$nja bila je 1540 tona aktivne tvari, a 2015. godine 2305.1
tona aktivne tvari (http://www.fao.org).

Prema podacima kineske vlade, 2016. godine Kina je po upotrebi pesticida dosegla
3 puta veéu brojku od tadasnjeg svjetskog prosjeka, no 2017. godine donesena je odluka 0
zabrani svih visokotoksi¢nih pesticida do 2022. godine. Smatra se kako ¢e se upotreba pesticida
u Kini do 2020. smanjiti za oko 40% Sto je pozitivan primjer povecanja svijesti o Stetnim

1 manje Stetnih alternativa (Zhang 2018).

2.1. POVIJEST UPOTREBE PESTICIDA

lako je prekomjerna upotreba pesticida danas globalni problem, ¢injenica je da
ljudska civilizacija primjenjuje pesticide u poljoprivredi ve¢ tisu¢lje¢ima. Zbog Cestih gubitaka
u poljima, a time i pojave masovne gladi, uzrokovanih raznim stetnicima i bolestima, bilo je
nuzno pronaci nacin kako kontrolirati Stetnike i sprijeciti takve dogadaje u buducnosti.
Razdoblje od 1845. do 1847. godine, obiljezeno je pojavom gladi uzrokovanom boles¢u biljaka
poznatom kao krumpirova plijesan, koja je unistila polja krumpira u Irskoj zbog ¢ega je umrlo
oko milijun ljudi, a viSe od milijjun ljudi migriralo je u Sjevernu Ameriku
(http://edis.ifas.ufl.edu). Poznato je kako su Sumerani, prije otprilike 4 500 godina, Koristili
sumporne spojeve za zastitu od kukaca i1 grinja. U Kini su se pak, prije oko 3 200 godina,
koristili zivini i arsenovi spojevi za kontrolu usiju. Grei i Rimljani su koristili dim, paleci razne
zivotinjske ostatke i vjeruju¢i kako ¢e taj neugodan miris ukloniti plijesni i usi. Insekticid
piretrin, u upotrebi je preko 2 000 godina, a priprema se iz suSenog cvije¢a biljke
Chrysanthemum cinerariaefolium Trev., dalmatinski buha¢ (https://agrochemicals.iupac.org).
Poznati fungicid koji se koristi od 1850-ih godina je tzv. bordoska juha (eng. Bordeaux mixture
ili Bordo mix), mjesavina modre galice i vapna za sprjeCavanje raznih bolesti, izmedu ostalog
I peronospore vinove loze ¢ijim otkriCem, smatra se, zapoc€inje suvremena primjena pesticida
(http://edis.ifas.ufl.edu).

1940-ih godina pocinje nagli porast proizvodnje i upotrebe sintetickih pesticida

zahvaljuju¢i njihovoj niskoj cijeni te visokoj u¢inkovitosti. Jedan od najpoznatijih pesticida je
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DDT (diklor-difenil-trikloretan) koji je, u to doba, bio u Sirokoj upotrebi. DDT je reklamiran
kao niskotoksi¢an za sisavce te kao ucinkovito sredstvo protiv bolesti uzrokovanih pojedinim
vrstama kukaca, malarije, zute groznice i tifusa. Nakon nekoliko godina upotrebe DDT-a,
otkriveni su slucajevi rezistencije pojedinih vrsta kukaca, ali i Stetno djelovanje na neciljane
biljke i zivotinje. U to vrijeme, nije se spominjalo Stetno djelovanje DDT-a na zdravlje ljudi pa
je 1 dalje koriSten u sve ve¢im koli¢inama. Preokret, u tom pogledu, izazvala je knjiga Rachel
Carson "Silent Spring" iz 1962. godine, u kojoj iznosi svoju zabrinutost zbog prekomjerne
upotrebe pesticida i mogucih posljedica na ziva bi¢a i okolis (https://agrochemicals.iupac.org).
Posebice izdvaja ¢injenicu o ostacima pesticida i njihovoj aktivnosti te nakupljanju tih ostataka
u tkivima zivotinja i prenosenju kroz hranidbeni lanac. DDT je zabranjen u SAD-u 1972. godine
selektivnijih pesticida, a svjesnost o Stetnosti pesticida postaje sve izrazitija. Danas, sve vecu
ulogu na ovom podru¢ju ima geneticko inZenjerstvo pomocu kojeg se stvaraju geneticki

modificirane biljke otporne na Stetnike (https://agrochemicals.iupac.org).

2.2. OSNOVNE ZNACAJKE

Svi pesticidi sastoje se od barem jedne aktivne tvari i inertnih tvari. Prema Agenciji
za zaStitu okolisa SAD-a (United States Environmental Protection Agency ili EPA), aktivna
tvar uniStava, sprjecava ili odbija Stetnika, moZe biti regulator biljke, stabilizator dusika i dr., a
¢ini manji udio u ukupnom kemijskom sastavu. Postoje tri skupine aktivnih tvari,
konvencionalne, antimikrobne te biopesticidi. Antimikrobne aktivne tvari sprjecavaju rast
Stetnih mikroorganizama, bilo bakterija, virusa ili gljiva. Biopesticidi predstavljaju manje
toksicnu alternativu tradicionalnim pesticidima budué¢i da potje€u iz prirodnih materijala
(https://www.epa.gov). Zabiljezen je sve veci porast upotrebe biopesticida zadnjih nekoliko
godina te se smatra kako ¢e u buduénosti njihova primjena dominirati (Zhang 2018). Inertne
tvari su sve druge tvari u pesticidu koje poboljSavaju ucinkovitost samog pesticida
(https://www.epa.gov). Pojam "inertno” ne oznac¢ava nuzno netoksicne tvari te ponekad inertne
tvari mogu biti toksi¢nije od aktivnih (http://www.ccohs.ca). Zakonom je odredeno kako na
proizvodu mora biti naveden toc¢an naziv aktivne tvari te njen maseni udio. S druge strane,
proizvodaci pesticida nisu duzni navesti nazive inertnih tvari niti njihov maseni udio, ve¢ samo
ukupni postotak inertnih tvari u pesticidu. Prije upotrebe pesticida u proizvodnji, inertne tvari
prolaze postupak provjere toksi¢nosti, a njihova uloga je raznovrsna. Primjerice, djeluju kao

otapala i tako omogucuju prodiranje aktivne tvari pesticida u list biljke, produljuju rok trajanja
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pesticida, ili pak onemoguéuju degradaciju pesticida prilikom izlaganja Suncevoj svjetlosti
(https://www.epa.gov).

Pesticidi se najcesce dijele s obzirom na ciljanu skupinu Stetnika na: insekticide
(kukci), herbicide (korovi i druge Stetne biljke), rodenticide (glodavci), fungicide (gljive),
akaricide i miticide (krpelji i grinje), moluskicide (mekusci), avicide (ptice), algicide (alge),
baktericide (bakterije), virucide (virusi). Uz to, postoji i podjela pesticida s obzirom na nacin
njihovog djelovanja, koja ukljucuje kontaktne (nesistemske) i sistemske pesticide. Kontaktni
pesticidi ne prodiru u biljno tkivo i ne prenose se kroz vaskularni sustav biljke, a zeljeni u¢inak
se postize samo u slucaju izravnog kontakta sa Stetnikom. S druge strane, nesistemski pesticidi
prodiru u biljno tkivo i prenose se vaskularnim sustavom te se na taj nacin postize zeljeni u¢inak
kontrole ciljanog Stetnika. Podjela pesticida temeljena na kemijskom sastavu ukljucuje Cetiri
osnovne skupine: organoklorini, organofosforni, karbamati, piretrin i piretroidi (Zacharia
2011). Ovisno o mjestu primjene pesticida, dijele se u dvije skupine: sredstva za zastitu bilja i
biocidi. Biocidi se opcenito koriste za osobnu higijenu, za zastitu materijala i u javnom
zdravstvu (Zeljezié i Perkovié¢ 2011). Za pomnije razumijevanje na¢ina djelovanja pesticida,
bitno je istaknuti podjelu pesticida na selektivne i neselektivne. Selektivni su oni koji ubijaju
samo odredenu skupinu ili vrstu Stetnika, dok na druge organizme imaju mali ili nikakav utjeca;.
Neselektivni pesticidi pak uniStavaju Siroki spektar Stetnika te imaju $tetan utjecaj na druge
organizme, primjerice ribe, gmazove, ptice 1 ku¢ne ljubimce (Zacharia 2011).

Budu¢i da ¢e se u ovom radu istaknuti bioremedijacija pojedinih herbicida 1
insekticida, potrebno je navesti nacin djelovanja tih dvaju skupina pesticida. Kontrola tetnih
korova 1 drugih biljaka se zasniva na nekoliko razli¢itih procesa uzrokovanih primjenom
herbicida: oSteCenje stanica unutar listova 1 njihovo suSenje, poremecaj rasta i razvoja,
poremecaj procesa fotosinteze, promjena unosa nutrijenata i dr. Selektivnost herbicida
oznacava uspjes$nost utjecaja herbicida na ciljanog Stetnika bez Stetnog utjecaja na okolne
biljke, a ovisi o starosti biljke, stadiju razvoja, morfologiji biljke, apsorpciji, translokaciji
izmedu korova i biljke, deaktivaciji herbicida od strane biljke i okolisnim uvjetima
(http://pest.ca.uky.edu). S druge strane, brojni insekticidi djeluju na odredena mjesta u
ziv€anom sustavu kukca, uzrokuju dehidraciju i gladovanje sto dovodi do smrti. Kontakt s
insekticidom moze biti direktan kapljicama insekticida preko kutikule Stetnika, oralnim putem
ili respiratornim putem (http://www.health.gov.au). Bakterijski toksini koje proizvode
mikroorganizmi u tlu uzrokuju poremecaj probavnog trakta gusjenica, biljni insekticidi djeluju
na razne nacine na ziv¢ani sustav, dok regulatori rasta, temeljeni na hormonima regulatorima

razvoja ¢lankonozaca, remete metamorfozu mladih nezrelih jedinki i aktivno djeluju samo na
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njih (http://pest.ca.uky.edu).

Ucinkovitost pesticida u kontroli ciljanog Stetnika uvelike ovisi 0 fizikalnim i
kemijskim svojstvima koja znatno variraju ovisno o pesticidu. Fizikalna svojstva uvjetuju nacin
djelovanja pesticida, doziranje, na¢in primjene te kemodinamicke procese u okolisu. Neka od
bitnijih fizikalnih svojstava su relativna molekulska masa i fizikalna forma aktivne tvari, tlak
para, topljivost. Pesticidi s fumigantnim na¢inom djelovanja (djelovanje parama na di$ni sustav
Stetnika) 1 visokim tlakom para mogu uzrokovati onecis¢enje atmosfere, dok pesticidi s niskim
tlakom para ne odlaze u atmosferu, ali se mogu akumulirati u vodi (pesticidi topljivi u vodi) ili
u tlu i organizmima (pesticidi netopljivi u vodi). Topljivost je izrazito bitno svojstvo zbog toga
S§to se pesticidi dobro topljivi u vodi nece zadrzavati u tlu i organizmima te ¢e procesom
hidrolize biti razgradeni (Zacharia 2011).

Kemodinamicki procesi koji se zbivaju nakon §to pesticidi dodu u okoli§ ponajvise
ovise o fizikalno-kemijskim svojstvima samog pesticida, ali su odredeni i nekim okoli$nim
uvjetima kao S$to su pH vrijednost, temperatura, vlaznost, salinitet, intenzitet svjetlosti i dr.
Kemodinamicki procesi koji uvjetuju sudbinu pesticida u okolisu ukljucuju transport, retenciju,
degradaciju i unos od strane organizama. Posebice je potrebno istaknuti degradaciju kojom
dolazi do transformacije pesticida u druge forme koje nisu nuzno jednostavnije i manje
toksi¢ne. Primjerice transformacija insekticida DDT-a (diklor-difenil-trikloretan) u DDD
(diklor-difenil-dikloretan) koji isto kao i DDT djeluje kao pesticid. Proces degradacije
obuhvaca kemijsku i biolosku degradaciju. Kemijska se odvija u vodi ili u atmosferi te ukljucuje
oksidaciju, redukciju, hidrolizu i fotolizu, dok bioloska ukljuéuje procese oksidacije, redukcije,

hidrolize i konjugacije, a odvija se u tlu ili u organizmima (Zacharia 2011).

3. UTJECAJ PESTICIDA NA OKOLIS I COVJEKA

Vecina sintetickih pesticida se dugotrajno zadrzava u okoliSu nakon upotrebe te su
njihovi ostaci zabiljezeni u tlima i u vodenim i morskim ekosustavima. Zadrzavanjem u okolisu
komponente pesticida ulaze u hranidbeni lanac i na taj nacin dospijevaju do ljudi. Opcenito,
kemijske komponente pesticida prolaze razne kemijske transformacije te se tako Sire i izvan
podrucja primjene, u druge ekosustave, gdje ubijaju neciljane organizme. Uz to, bitno je
naglasiti mogucnost Sirenja toksi¢nih isparavanja pesticida u atmosferi. Primjerice, zabiljezeno
je isparavanje herbicida iz skupine organofosfata, tijekom njegove primjene u tropskom

podrucju SrediSnje Amerike, pri ¢emu je doslo do Sirenja tih para sve do Arktika. Isto tako,
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ostaci pesticida, posebice herbicida, predstavljaju veliku prijetnju koraljnim grebenima $to su
potvrdila istrazivanja na Velikom koraljnom grebenu u Australiji. Nadalje, potrebno je istaknuti
I izrazito oneci$c¢enje pitkih voda i podzemnih vodonosnika. S druge strane, moguc je i nestanak
odredenih akvati¢kih vrsta, budu¢i da je dokazana bioakumulacija toksi¢nih tvari i u vrlo malim
koli¢inama, §to iznimno utjece na li¢inacke stadije pojedinih organizama. Svi navedeni ralozi
dovode do smanjenja bioraznolikosti i funkcionalnosti ¢itavih ekosustava (Carvalho 2017).
Vodeni ekosustavi su pod direktnim ili indirektnim utjecajem pesticida zbog rasprsivanja ili
otjecanja pesticida ¢ime su ugrozene mnoge vodene vrste biljaka, mikro i makroinvertebrata i
vertebrata. Zabiljezeno je veliko poveéanje mortaliteta nekih vrsta riba, a ugrozen je i opstanak
i razvoj nekih vodozemaca. Sto se ti¢e tla, najvise istraZivanja se odnosi na utjecaj pesticida na
mikroorganizme, ponajvise bakterije koje imaju veliku ulogu u degradaciji pesticida u okolisu
pa pesticidi za njih mogu biti korisni, ali i §tetni u smislu ograni¢avanja njihovog rasta i razvoja.
Prisutnost pesticida u tlu ugrozava i gujavice te su uzrok smanjenja njihovih populacija, ali 1
ostec¢enja njihovih DNA. UgroZeni su i brojni ¢lankonoSci u tlu i u vodi, kao i mnogi drugi
beskraljesnjaci Cije je staniste tlo, a vazni su za normalno funkcioniranje ¢itavih ekosustava.
(Dahab i dr. 2017).

Opce je poznato kako je izlaganje pesticidima Stetno za ljudsko zdravlje te se moze
re¢i kako danas ne postoji covjek koji nije na neki nacin izlozen takvom utjecaju. Ljudi se
najcesce izlazu pesticidima tijekom kucéne ili profesionalne upotrebe, preko hrane ili pic¢a koji
sadrze ostatke pesticida i udisanjem pesticidima zagadenog zraka (Kim i dr. 2016). Oko 25
milijuna poljoprivrednika godi$nje se slucajno otruje pesticidima (Carvalho 2017). Postoje
Cetiri osnovna nacina ulaska pesticida u ljudski organizam: dermalnim, oralnim, o¢nim i
respiratornim putem. Neke od bolesti ¢iji je dokazani uzro¢nik izlaganje pesticidima su astma,
rak, dijabetes, leukemija, Parkinsonova bolest (Kim i dr. 2016). Uz to, zabiljeZeni su i endokrini
poremecaji, abnormalnosti pri rodenju te neplodnost, a kratkotrajni poremecaji su obi¢no
glavobolje i mucnine (Dahab i dr. 2017). Nadalje, zabrinjavajuca je Cinjenica da su zabiljezene
odredene koncentracije pesticida u adipoznom tkivu kako Zivotinja, tako 1 ljudi te se preko
maj¢inog mlijeka te tvari prenose na novorodencad (Carvalho 2017).

Stockholmska konvencija, iz 2001. godine, medunarodni je ugovor koji sadrzi
odredbe o smanjenju ili sprjeCavanju ispustanja 12 postojanih organskih onecis¢ujucih tvari
(POO) u okolis te je Republika Hrvatska jedna od potpisnica Konvencije. Postojane organske
oneciS¢ujuce tvari definirane su kao tvari koje se odupiru fotolitickoj, bioloskoj 1 kemijskoj
degradaciji te su toksi¢ne, postojane, nakupljaju se u Zivim organizmima, sklone su prijenosu

na velike udaljenosti i Stetne za okolis 1 ljudsko zdravlje. Tri su skupine takvih tvari: pesticidi,
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industrijske kemikalije i meduprodukti. Pesticidi navedeni u konvenciji su: DDT, aldrin,
dieldrin, klordan, endrin, heptaklor, heksaklorbenzen, mirex, toksafen (http://www.mzoip.hr).
Prema nekim novijim istrazivanjima pokazano je kako se uistinu u zadnjih nekoliko godina
nakon provodenja mjera iz Konvencije smanjuje koncentracija DDT-a u adipoznom tkivu ljudi
1 majc¢inom mlijeku (Carvalho 2017).

Pretjeranom upotrebom pesticida ugrozeni su i brojni neciljani organizmi, a medu
njima se istiCu predatori Stetnika koji kontroliraju njihove populacije i ¢ijim gubitkom moze
do¢i do masovnog porasta tih populacija te polinatori 0 kojima ovisi veéina poljoprivrednih
povrsina. Prema mnogim istrazivanjima u kojima su proucavani razlozi nestanka predatorskih
populacija, uo¢eno je kako su upravo pesticidi najveéi uzrok tome. Pesticidi utje¢u na ponasanje
predatora, stopu rasta, vrijeme razvoja i druge reproduktivne funkcije. Primjerice,
istrazivanjima u istocnom dijelu SAD-a uocena je promjena ponaSanja nekih vrsta paukova 1
kornjasa zbog utjecaja herbicida temeljenih na aktivnoj tvari glifosatu. Sto se ti¢e polinatora,
zabiljezen je pad brojnosti vrsta polinatora u zadnjih nekoliko desetljeca, a smatra se kako bi to
moglo utjecati na gubitak pojedinih biljnih vrsta, i obrnuto. 35% svih usjeva ovisi 0
polinatorima te su péele zasigurno najpoznatije i ekonomski najvaznije u tom pogledu. Osim
toga, medonosna pcela (Apis mellifera, L.), pridonosi i bioraznolikosti oprasujuéi divlje biljne
vrste. Indirektno, pesticidi utjeCu na reproduktivnu uspjesnost opraSivaca, a zabiljezeni Su i
neobicni slucajevi uginuca pcela radilica te promjene ponasanja, posebice u slucaju koriStenja
neonikotinoida i piretroida. Osim pcela, ugrozeni su i bumbari, leptiri, vretenca, bubamare,
mrezokrilci i dr. koji dolaze u kontakt s ostacima pesticida u peludi ili nektaru te zagadenom
tlu, vodi, zraku (Dahab i dr. 2017).

4. BIOREMEDIJACIJA

Znacajan broj pesticida postojan je u okoliSu te ostavlja brojne, ve¢ spomenute,
negativne ucinke na sami okoli$ i ziva bi¢a, a zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava nije
moguca njihova degradacija ili ne postoji dovoljan broj organizama u okolisu koji bi provodio
uspjeSnu  biodegradaciju. Spoznajom mogucénosti biodegradacije pomocu organizama,
definiran je postupak bioremedijacije. Isprva, za bioremedijaciju su koriSteni mikroorganizmi,
bakterije i gljive, no moguca je upotreba i algi i biljaka. Bioremedijacija se opéenito odnosi na

postupak koji se provodi kako bi se uklonili negativni utjecaji onec¢is¢ujucih tvari iz okoliSa, no



potrebno je imati na umu kako potpuno uklanjanje tih tvari nije uvijek moguée. Neki organizmi
akumuliraju oneciS¢ujuce tvari te tako smanjuju njihovu koncentraciju u okoliSu, no ne
uklanjaju ih u potpunosti (Velazquez-Fernandez 2012). Proces bioremedijacije pospjesuje
mikrobnu biodegradaciju onecis¢ujucih tvari dodatkom hranjivih tvari, izvora ugljika ili
elektron akceptora (Frazar 2000). Dakle, bioremedijacija koristi bioloSke procese i prirodnu
mikrobnu katabolitiCku aktivnost za uklanjanje, redukciju ili transformaciju oneciséujucih tvari
u manje Stetne produkte poput CO2, H20, anorganskih soli te mikrobne biomase (Elekwachi i
dr. 2014). Na kraju procesa, u idealnom slucaju, oneciS¢ujuce tvari su u potpunosti
mineralizirane te nema meduprodukata (Frazar 2000). Proces mineralizacije ukljuéuje
biodegradaciju ¢iji su produkti spojevi kao CO2 koji zatim mogu biti ukljuceni u proces bioloske
asimilacije (Velazquez-Fernandez 2012). Iako je bioremedijacija Siroko prihvacena, njenu
prakti¢nu upotrebu jo$ uvijek sputava nepotpuno razumijevanje genetike, obiljezja koriStenih
organizama na genomskoj razini, metabolickih puteva te kinetike. Zbog toga nije moguce
modelirati ni predvidjeti rezultate samog procesa S$to utjeCe na uspje$nost provedbe
bioremedijacije na terenu (Elekwachi i dr. 2014). Uz to, mnogi znanstvenici su pokusavali
dizajnirati geneti¢ki modificirane bakterije koje bi se koristile za bioremedijaciju onec¢iS¢enih
podrudja, no ti organizmi se U prirodi ne ponasaju na predvidljiv na¢in buduéi da su uvjeti u
prirodi uvelike druk¢iji od laboratorijskih uvjeta (Antizar-Ladislao 2010).

Pojmovi biodegradacija i biotransformacija spominju se u literaturi te su naizgled
sinonimi, no postoje razlike koje je bitno istaknuti. Biodegradacija obuhvaca bioloske reakcije
kojima dolazi do promjene kemijske strukture neke tvari, a time i smanjenja njene toksi¢nosti,
dok se biotransformacijom smanjuju koncentracije neke tvari modifikacijama ili
translokacijama te se biotransformacijom mogu povecéati ili smanjiti nezeljeni efekti
(Velazquez-Fernandez 2012).

Proces bioremedijacije poznat je jo§ od 1940-ih godina, a prva upotreba
mikroorganizama za uklanjanje naftnog izljeva bila je 1960-ih godina u kanjonu Cat, u SAD-
u, gdje je nafta dospjela u sustav odvodnje, obliznje vodotoke te sustav vodoopskrbe. Jedan od
prvih znanstvenih radova s temom primjene bioremedijacije objavljen je 1987. godine u kojem
je opisan postupak uklanjanja 20 milijuna litara organskog kemijskog otpada, ponajvise
industrijskog podrijetla, u laguni blizu Houstona, u SAD-u. Medu najpoznatijim katastrofama
je izlijevanje nafte iz tankera Exxon Valdez u Aljasci, 1989. godine $to je uzrokovalo ugibanje
velikog broja Zivotinjskih vrsta tog podrucja, a za uklanjanje nafte pomoc¢u bioremedijacije
izdvojeno je vise od 2 milijarde dolara (Antizar-Ladislao 2010). Izlijevanje nafte koje se

dogodilo 2010. godine u Meksi¢kome zaljevu na naftnoj platformi, zabiljeZeno je kao najvece
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izlijevanje nafte u moru ikada te su ovom katastrofom znatno ugrozena staniSta morskih
zivotinja, kao i ribarstvo i turizam na tom podrucju, a jedna od metoda uklanjanja onecis¢enja
bila je bioremedijacija (https://en.wikipedia.org).

Bioremedijacija se provodi ex situ ili in situ metodom. Ex situ bioremedijacija se
odvija izvan mjesta oneciscenja, a in Situ se odvija na mjestu samog onecis¢enja (Iwamoto i
Nasu 2001). Ex situ bioremedijacija ukljucuje biofiltere, bioreaktore, kompostiranje i land
spreading (Poki¢ i dr. 2012). U bioreaktorima se obraduje oneciS¢eni kruti materijal (tlo,
sediment, mulj) ili voda kroz projektirani zatvoreni sustav (Sharma 2012). Razli¢ite varijante
bioreaktora mogu se spajati kako bi rezultati bili bolji (Poki¢ i dr. 2012). Kompostiranje je
aerobni proces, a obuhvaca mijesanje onec¢is¢enog tla i organskog supstrata koji sluzi kao izvor
ugljika za mikoorganizme (Antizar-Ladislao 2010; Pokic i dr. 2012). Kompostiranje se odvija
pri visokim temperaturama, najcesce u rasponu 55-65 °C, a povecanje temperature proizlazi iz
topline proizvedene prilikom biodegradacije oneé¢is¢ujucih tvari mikroorganizmima (Sharma
2012). Land spreading je jedna od najcesce koriStenih metoda ex situ bioremedijacije u SAD-
u zbog niske cijene, a obuhvaca mijesanje onecis¢enog medija s tlom pri ¢emu prirodno prisutni
organizmi vrSe biodegradaciju kontaminanata (Poki¢ i dr. 2012). In situ bioremedijacija
ukljucuje bioventiliranje (eng. bioventing), bioprskanje (eng. biosparging) i biostimulaciju
(Poki¢ i dr. 2012). Bioventiliranje i bioprskanje su slicne metode kojima se poti¢e aktivnost
prirodno prisutnih organizama na nacin da se zrak (kisik) upuhuje u nesaturiranu (vadoznu)
zonu (bioventiliranje) ili u saturiranu zonu (bioprskanje) (Antizar-Ladislao 2010). Op¢éenito, in
situ metode su ¢esce koriStene jer zahtijevaju manje opreme, jeftinije su te ne uzrokuju velike
promjene u okolisu (Frazar 2000). Bioatenuacija, biostimulacija i bioaugmentacija su tri
osnovne kategorije koje obuhvacaju in situ metode bioremedijacije. Bioatenuacija je prirodni
proces degradacije koji je potrebno konstantno pratiti kako bi se osiguralo smanjenje
koncentracije oneci§¢ujuée tvari (Iwamoto i Nasu 2001). Zapravo ukljucuje sve bioloske,
kemijske 1 fizikalne procese kojima se neka oneciS¢ujuca tvar transformira u bezopasnu formu
ili imobilizira ispod povrSine (Antizar-Ladislao 2010). Imobilizacija je transformacija
anorganskih komponenti u organske pomoc¢u mikroorganizama ili biljaka ¢ime te tvari postaju
nedostupne biljkama (https://en.wikipedia.org). Biostimulacija je manipulacija okolisa kako bi
se stimulirala biodegradacija u slucaju da se bioatenuacija ne dogada ili je prespora. Ukljucuje
opskrbljivanje okoliSa nutrijentima (npr. dusik, fosfor), elektron akceptorima (npr. kisik) te
supstratima (npr. metan, toluen, fenol). Buduc¢i da su neki od ¢esto koriStenih supstrata toksicni,
njihove koncentracije se moraju kontinuirano pratiti tijekom provodenja biostimulacije.

Bioaugmentacija je inokulacija selektiranih bakterija na onecis¢ena podru¢ja Cime se
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pospjeSuje biodegradacija toksikanata koje je nemoguce ukloniti bioatenuacijom ili
biostimulacijom. Kod provodenja bioaugmentacije potrebno je unaprijed utvrditi moguce Stetne
utjecaje na okolis i zdravlje ljudi te ugibanje inokuliranih bakterija nakon bioremedijacije kako
ne bi bila ugrozena prirodna mikrobna zajednica tog podruéja (Iwamoto i Nasu 2001).

Opcenito, bioremedijacija se temelji na pronalasku i izolaciji organizama koji su
prilagodeni na okoli§ onecis¢en nekom tvari te izdvajanju mogucih bioremedijatora medu tim
organizmima. Svaki organizam Kkoji ima sposobnost biodegradacije mora biti tolerantan na
oneciscujucu tvar, no nije svaki organizam koji je tolerantan na oneciS¢ujucu tvar ujedno i
bioremedijator. Prilagodba organizama na toksikante u svojim stani$tima se obja$njava
vrsenjem evolucijskog pritiska, npr. pesticida, na organizme u okoliSu gdje bi samo oni
najprilagodeniji uspjeli prezivjeti (Velazquez-Fernandez 2012). Mikroorganizmi se mogu
prilagoditi na vrlo ekstremne okoliSe, no osnovni uvjeti za njihov rast i razvoj su izvor energije
i izvor ugljika. Nadalje, za uspjesnu bioremedijaciju koriSteni organizmi moraju svojim
enzimima djelovati na kontaminante i transformirati ih u bezopasne tvari te na taj nacin smanjiti
njihovu koncentraciju na prihvatljive vrijednosti (Sharma 2012).

Cimbenici koji utjeu na uspjesnost bioremedijacije su: prisutnost mikrobne
populacije (ili populacije nekih drugih organizama) sposobne za biodegradaciju onecis¢ujucih
tvari, dostupnost oneci$¢ujucih tvari tim organizmima te niz okolisnih uvjeta poput pH
vrijednosti, temperature, prisutnosti kisika i ostalih elektron akceptora, nutrijenata, tipa tla
(Sharma 2012). Bilo koji ¢imbenik moZe poremetiti rast i metabolizam organizma
bioremedijatora i tako utjecati na bioremedijaciju. Uz to, bitni ¢imbenici su i stanje mikrobnog
konzorcija te kometabolizam (potreba organizama za drugim supstratima tijekom
biodegradacije) (Velazquez-Fernandez 2012). Mikrobni konzorcij je definiran kao zajednica
mikroorganizama u kojoj dolazi do izmjene nutrijenata, plina i metabolita izmedu organizama
¢ime se pospjesuje rast i uinkovitost biogeokemijskih ciklusa, a nastaje zbog odredene zastite
od stresnih promjena u okolisu (http://www.unc.edu). Vecina neuspjeha tijekom provedbe
bioremedijacije se dogada zbog nedostatka nutrijenata, predatorstva ili parazitizma,
kompeticije, imobilnosti koristenih organizama, previsokih koncentracija kontaminanta za
prezivljavanje organizama, hranjenja organizama drugim supstratima. Uz to, svako onecis¢eno
podrucje ima posebne okolisne uvjete i fizikalno-kemijska obiljezja te rezultati nisu uvijek
jednako ucinkoviti kao tijekom laboratorijskog istrazivanja gdje je mogucée kontrolirati cijeli
eksperiment i optimalne uvjete (Antizar-Ladislao 2010).

Bioremedijacija je prepoznata kao sigurna, jeftina, ucinkovita i odrziva tehnologija

koja je danas $iroko prihvacena. Usprkos tome, ne postoje podaci o primjeni bioremedijacije
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na svjetskoj razini. Vecina istrazivanja, ¢iji je cilj bio prikupiti takve podatke, radena je preko
telefonskih intervjua, e-mail poste, intervjua uzivo ili internetskih pretrazivaca (Elekwachi i dr.
2014). U istrazivanju Elekwachi i dr. (2014), e-mailom su kontaktirane razliite organizacije
povezane s bioremedijacijom. Stopa odgovora bila 7.8%, stoga je nepouzdano primijeniti
rezultate ovog istrazivanja na cijeli svijet. NajviSe odgovora primljeno je iz SAD-a i Europe.
Jedno od postavljenih pitanja odnosilo se na preferiranu metodu uklanjanja oneciS¢enja iz
okolisa te se 51% odgovora odnosilo na postupak bioremedijacije (mikrobna 35% i
fitoremedijacija 16%). No, stvarni podaci iz prijasnjih istrazivanja pokazuju suprotno te se
glavnim uzrokom manje upotrebe u praksi smatraju poteSkoce u dizajniranju samog postupka.
To ukljucuje identifikaciju odgovarajucih organizama za uklanjanje onec¢is¢enja, optimiziranje
okolisnih uvjeta za djelovanje tih organizama, utvrdivanje opsega eventualnog CiSéenja te
nepotpuno razumijevanje mehanizama i procesa koji se pritom odvijaju. Prema podacima za
Ujedinjeno Kraljevstvo, u razdoblju od 2000. do 2007. godine, od 391 one¢is¢enog podrucja in
situ bioremedijacija je primijenjena na samo 4. U SAD-u, u razdoblju od 1982. do 2005. godine,
provedeno je 60 ex situ i 53 in situ postupaka bioremedijacije §to ¢ini oko 12% ukupnog broja
projekata (997) u tom razdoblju (Elekwachi i dr. 2014).

4.1. BIOREMEDIJACIJA HERBICIDA
4.1.1. DIURON

Diuron je jedan od najvise koriStenih herbicida iz skupine fenil ureja herbicida, a
uglavnom se primjenjuje za kontrolu vegetacije na poljoprivrednim ili nepoljoprivrednima
povrSinama te u industrijskim 1 urbanim podruc¢jima. Zbog svoje Siroke primjene otkriven je u
rijekama, jezerima, podzemnim vodama, morskoj vodi 1 sedimentu, ki$nici iz urbanih 1 ruralnih
podrucja. Osim diurona, u vodama su otkriveni njegovi osnovni metaboliti koji su Stetniji za
neciljane organizme od samog diurona (Ngigi i dr. 2011). Diuron se teSko apsorbira u tlo i
sediment, sporo se razgraduje te je zbog toga postojan duze vrijeme u tlu i u vodi (Moncada
2004). Vrijeme poluraspada diurona iznosi 330 dana (Wang i dr. 2017). Uz to, diuron je
mobilan pa dolazi do kretanja izvan mjesta primjene, povrsinskim otjecanjem ili migracijom u
podzemne vode. Kada dospije do biljke, djeluje tako da otezava proces fotosinteze te
onemogucuje stvaranje ATP-a (adenozin trifosfata) i ostalih energetski bitnih spojeva potrebnih
za rast biljke. Diuron je umjereno toksican za ribe i vodene beskraljeznjake, a nije primije¢eno

njegovo znatno zadrzavanje U tkivima sisavaca (Moncada 2004). Ipak, nedavna istrazivanja su
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pocela ispitivati mogucénost karcinogenosti diurona za ljude (Wang i dr. 2017).

Prema Ngigi i dr. (2011), diuron se u Keniji znacajno primjenjuje u poljima Secerne
trske te su njegovi ostaci i metaboliti pronadeni u okolnim rijekama i jezeru Viktorija.
Biodegradacija je testirana u uzorcima tla s 4 razli¢ita polja Se¢erne trske, s razli¢itim pocetnim
koncentracijama diurona i njegovih metabolita. Od 15 izoliranih sojeva, najucinkovitiju
biodegradaciju pokazali su Bacillus cereus, Bacillus spp1, Vagococcus fluvialis te Burkholderia
ambifaria. Prema rezultatima, nije bilo vec¢ih varijacija u degradaciji te je najveca
biodegradacija bila uz upotrebu V. fluvialis, 25% pocetne koncentracije diurona (40 mg L™).
Povecana biodegradacija zabiljeZena je pri upotrebi kombinacije bakterija V. fluvialis i B.
ambifaria koji su degradirali 30.2% pocetne koncentracije diurona, uz stvaranje dva razlicita
metabolita. (Ngigi i dr. 2011)

Jo$ jedno istraZivanje temeljeno je na uzorcima s polja Seéerne trske, no u tom
istrazivanju je koristena endofitska gljiva Neurospora intermedia. Endofiti su endosimbionti
koji zive u tkivu biljke bez Stetnog utjecaja na samu biljku, a kljuéni su za prilagodbu biljke na
onecic¢eni okolis. Soj gljive je izoliran s korijena Secerne trske iz polja u Kini na kojem je
primjenjivan diuron te je gljiva identificirana morfoloskim analizama i sekvenciranjem. Pri
optimalnim uvjetima, rezultati pokazuju kako se u prvom danu koncentracija diurona izrazito
smanjila te je unutar 3 dana uklonjeno 98% diurona, uz stvaranje dva metabolita (DCPU (N-
(3,4-diklorofenil)urea) i DCPMU (N-(3,4-diklorofenil)-N-metilurea)). Tijekom procesa
biodegradacije diurona, biomasa gljive se iznimno povecala Sto ukazuje na moguénost
iskoriStavanja diurona za rast. Pokazalo se kako je biodegradacija ucinkovita pri pocetnoj
koncentraciji nizoj od 100 mg L, a naju¢inkovitije uklanjanje diurona zabiljezeno je u uzorku
s dodanim topivim Skrobom (99.75%). Bitno je naglasiti kako isti soj gljive pokazuje
sposobnost biodegradacije i drugih fenil ureja herbicida (Wang i dr. 2017).

Safi i dr. (2014) su proveli istrazivanje biodegradacije diurona pomocu
cijanobakterijskih pokrova na uzorcima tla s poljoprivrednih povrSina gdje nije primjenjivan
diuron. Cijanobakterijski pokrovi su dodani vlaznim uzorcima tla koji su prskani odredenim
koncentracijama diurona. Nadalje, u uzorke tla su posijali sjeme biljke ¢iji je rast ukazivao na
degradaciju herbicida. Rezultati su pokazali kako se biodegradacija dogada pri niskim
koncentracijama diurona, no pri visokim koncentracijama degradacije nema. Moguce
objasnjenje za to je toksicnost visokih koncentracija diurona za cijanobakterije ili slicna
toksi¢nost metabolita koji su produkti degradacije. Test-biljka nakon prvog dana inkubacija nije
znatno rasla sto ukazuje na aktivnost diurona u tlu. Nakon 15. dana inkubacije biljka znatnije

raste $to ukazuje na degradaciju diurona. lako istrazivanje nije nastavljeno nakon 15. dana,

12



uocava se spori napredak biodegradacije, a s time i daljnje smanjenje koncentracije diurona
(Safi i dr. 2014).

4.1.2. GLIFOSAT

Glifosat pripada skupini organofosfornih herbicida te u molekuli ima stabilnu ugljik-
fosfor (C-P) vezu zbog Cega njegovo uklanjanje iz okoliSa pomocu kemijskih metoda
degradacije nije uéinkovito (Moneke i dr. 2010). Ima visoku sposobnost akumulacije u tlu i
Stetan je za okolis 1 ljudsko zdravlje. Prema nekim istrazivanjima, izlaganje glifosatu uzrokuje
oSteCenje stanica jetre, genske mutacije, strukturalne promjene kromosoma i dr. Uz to,
sprjecava rast mikroorganizama u tlu, a toksican je i za pojedine vodene organizme. Glifosat je
zabiljezen ispod povrsine, u podzemnim vodama i dublje u tlu $to ukazuje na njegovu vertikalnu
mobilnost uzrokovanu atmosferskom precipitacijom i zalijevanjem (Ermakova i dr. 2010).
Kada dospije u biljku, djeluje na nacin da sprje¢ava sintezu esencijalnih aminokiselina
potrebnih za rast biljke (Moneke i dr. 2010). Glifosat je najc¢escée koristeni pesticid u svijetu. U
SAD-u, 2014. godine, koristeno je oko 1 kg/ha na poljopivrednim povrSinama. lako postoje
odredbe za maksimalnu dnevnu upotrebu od 1.75 mg/kg tjelesne mase u SAD-u te 0.5 mg/kg
tjelesne mase u EU, proucavajuci toksi¢nost glifosata, postoji potreba za snizavanjem te
vrijednosti na 0.1 mg/kg tjelesne mase dnevno (Carvalho 2017).

Istrazivanje bioremedijacije tla kontaminiranog s glifosatom provedeno je u
laboratoriju i na zemljiStu (in situ). Tlo koriSteno za in situ bioremedijaciju nije bilo oneéiséeno,
Sto je potvrdeno toksikoloSkim testovima s test-organizmima (Daphnia sp. i gujavice) i test-
biljkama. Bakterijski sojevi koji su pokazali najveéu sposobnost biodegradacije glifosata su
izolirani iz tla kontaminiranog s glifosatom te su identificirani pomocu 16S rRNA analize kao
Achromobacter sp. i Ochrobactrum anthropi. Ti sojevi su nadalje koristeni u istraZivanju i
pokazali su netoksi¢nost za test-organizam, Daphnia magna, i test-biljku, zob. Takoder,
spomenuti bakterijski sojevi nisu pokazali toksi¢nost ni za testirane sisavce, bijele miSeve i
Stakore. Na uzorke tla i na zemljista, poprskana je otopina glifosata te je, nakon 72 sata,
ravnomjerno dodana suspenzija mikoorganizama. U laboratorijskom istrazivanju, uzorci tla su
analizirani na pocetku i na kraju eksperimenta. U in Situ istrazivanju, uzorci tla su uzimani svaki
tjedan kroz 28 dana s povrSine zemljista, do 20 cm ispod povrsine. U laboratorijskom
eksperimentu, rezultati su pokazali kako je Achromobacter sp. uspjesno uklonio 65.8%, a O.
anthropi 49.5% glifosata nakon 21 dana inkubacije. U in situ eksperimentu stopa biodegradacije

bila je najveca u prvom tjednu kada se koliCina glifosata smanjila za 56.3% (Achromobacter
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sp.) i1 35% (O. anthropi). Na kraju eksperimenta, nakon 28 dana, koli¢ina glifosata je smanjena
za 75.2% (Achromobacter sp.) i 61.5% (O. anthropi). U oba eksperimenta, uvodenjem
bakterijskih sojeva, zabiljezena je smanjena toksi¢nost tla §to je potvrdeno rastom korijena zobi
te rastom biomase saprotrofnih bakterija i gljiva u tlu. Analizom uzoraka tla 20-30 cm ispod
povrsine nije primije¢ena mobilnost glifosata kroz vertikalni profil tla. Uz to, koristeni
bakterijski sojevi nisu akumulirali potencijalne produkte (aminometil fosforna kiselina
(AMPA) i sarkozin) biodegradacije glifosata (Ermakova i dr. 2010).

Budu¢i da je glifosat uvelike primjenjivan na rizinim poljima u Nigeriji, provedeno
je istrazivanje u kojem su bakterijski sojevi izolirani s tih polja te je testirana njihova prilagodba
na razlicite koncentracije glifosata i usporedba utjecaja glifosata kao izvora ugljika ili izvora
fosfora. Uzorci tla su uzimani do 15 cm dubine s 4 razlicita polja u Nigeriji na kojima je
prethodno primjenjivan glifosat. Pet od dvanaest izoliranih bakterijskih sojeva je pokazalo
kontinuirani rast na ploCama s glifosatom kao izvorom fosfora. Nadalje, Pseudomonas
fluorescens i Acetobacter sp. su najuspjesnije koristili glifosat te su koristeni za daljnje
istrazivanje kinetike rasta bakterija, gdje je P. fluorescens pokazao znacajno veci rast od
Acetobacter sp. Rezultati su pokazali kako je rast P. fluorescens znatniji od rasta Acetobacter
sp. kada je glifosat koriSten kao izvor 1 ugljika i fosfora. Rast oba izolata je znatniji kada je
glifosat koristen kao izvor fosfora, a glukoza kao izvor ugljika. Nadalje, primijecen je utjecaj
razli¢itih koncentracija glifosata na rast pojedinog izolata te oba izolata pokazuju najveci rast
pri najmanjoj koristenoj koncentraciji (7.2 mg/ml) (Moneke i dr. 2010).

U istrazivanju Adelowo i dr. (2014), testirana je sposobnost biodegradacije glifosata
pomocu vrsta gljiva izoliranih iz tla. Uzorci tla su uzeti na lokaciji bez prethodne primjene
glifosata i na lokaciji s prethodnom primjenom glifosata, do dubine 10 cm. Izolirane su tri vrste
gljiva, Trichoderma viridae, Apergillus niger, Fusarium oxysporum te se pokazalo kako su
populacije sve tri vrste vece u uzorku tla s lokacije na kojoj je prethodno primjenjivan glifosat.
Dakle, gljive su koristile glifosat kao izvor nutrijenata $to je moguce kidanjem ugljik-fosfor (C-
P) ili ugljik-dusik (C-N) veze. Spektrofotometrijskom analizom uoc¢eno je kako su sva tri izolata
tijekom eksperimenta uspjesno rasla na mediju s dodanim glifosatom. T. viridae je pokazala
najvedi rast, a. niger najmanji. Razina fosfora se tijekom vremena smanjila Sto ukazuje na
mogucnost koriStenja glifosata kao izvora nutrijenata. Tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti zabiljezeni su metaboliti AMPA i sarkozin. Nakon 7. dana inkubacije, pokazalo
se kako je sarkozin najveci produkt degradacije, 89% ukupne koncentracije zabiljezenih
rezidua, Sto pokazuje da se degradacija glifosata odvijala uglavnhom kidanjem C-P veze.
Koncentracija AMPA bila je 6%, a glifosata 5%. Nakon 20. dana inkubacije, glifosat, AMPA i
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sarkozin nisu zabiljezeni u kulturi Sto ukazuje na mogucu daljnju degradaciju metabolita u

druge produkte (Adelowo i dr. 2014).

4.2. BIOREMEDIJACIJA INSEKTICIDA
4.2.1. NEONIKOTINOIDI

Neonikotinoidi su danas najcesce koristeni insekticidi u svijetu te ¢ine jednu Cetvrtinu
svih insekticida u upotrebi. Njihova primjena raste od 1990-ih godina kada je imidakloprid
postao komercijalno dostupan. Uzrok tome su brojne prednosti neonikotinoida kao niska
toksi¢nost za kraljeznjake, visoka toksi¢nost za kukce, fleksibilna upotreba. Globalno se 60%
neonikotinoida primjenjuje u sjemenarstvu, to¢nije u pripremi sjemena za sijanje. Topljivi su u
vodi, a biljke ih apsorbiraju korijenjem ili listovima nakon Cega odlaze u sva tkiva S$to
omogucuje cjelokupnu zastitu biljke. Mehanizam djelovanja neonikotinoida ukljucuje snazno
vezanje za nikotinske acetilkolinske receptore (nAChR) u sredi$njem zivéanom sustavu kukaca
§to uzrokuje ziv€anu stimulaciju pri niskim koncentracijama, a pri visokim koncentracijama
blokiranje receptora, paralizu i smrt. Neonikotinoidi se znatno akumuliraju u tlu gdje se
dugotrajno zadrzavaju, a zabiljeZeni su u podzemnim vodama i tekuc¢icama. Budu¢i da je
primjena neonikotinoida u porastu, pretpostavka je da ¢e s vremenom sve vise kukaca razviti
otpornost na njih. Male koncentracije neonikotinoida su nadene u peludi i nektaru (Goulson
2013). Smatra se kako 75% svjetskog meda sadrzi odredene koncentracije insekticida Stetnih
za pcele, narocito neonikotinoida. S druge strane, utvrdeno je globalno smanjenje populacija
pcela, ali 1 kukaca opcenito, te se glavnim uzrokom toga smatra primjena insekticida (Zhang
2018). Uz to, postoje dokazi za znacajne subletalne ucinke neonikotinoida na pcele poput
smanjenog ucenja, traganja za hranom, rjedeg vracanja u kosSnice, nemogucnosti pronalaska

svoje kolonije s velike udaljenosti (Goulson 2013).
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IMIDAKLOPRID

Imidakloprid se najvise primjenjuje na poljima rize, zitarica i povréa. Vrijeme
poluraspada varira od 49 do 129 dana (Gangola i dr. 2015). Tijekom istrazivanja
bioremedijacije imidakloprida uoc¢eno je stvaranje niza metabolita, a jedan od njih je olefin koji
imidakloprida u konstantnom je porastu zbog niske toksi¢nosti za sisavce, a visoke
ucinkovitosti u kontroli stetnika (Mohammed i1 Badawy 2017).

Gangola i dr. (2015) su istrazivali mikoremedijaciju imidakloprida temeljenu na
uzorcima tla u Indiji iz kojih su izolirane gljive. U istrazivanju biodegradacije koriSteno je vise
izoliranih sojeva, a najucinkovitije su se pokazale vrste Trichoderma longibrachiatum te
Aspergillus oryzae s biodegradacijom preko 90% u 15 dana inkubacije. U uzorcima tla s
dodanim otpadnim materijalom, biodegradacija je bila i do 99% S§to ukazuje na mogucnost
buduce primjene razliCitog organskog otpada za povecanje uspjeSnosti biodegradacije
imidakloprida (Gangola i dr. 2015).

Istrazivanje mikoremedijacije je takoder radeno pomocu soja gljive izoliranog iz
odvoda otpadnih voda s poljoprivredne povrs$ine u Egiptu gdje su prethodno primjenjivani
pesticidi. Morfoloskim analizama i sekvenciranjem je soj identificiran kao Aspergillus terreus.
Rezultati su pokazali kako tolerancija A. terreus ovisi o koncentraciji imidakloprida i o
prisutnosti saharoze u mediju. Povecana biodegradacija uo¢ena je pri niskoj pH vrijednosti te
osnovnim razinama koncentracije imidakloprida i osnovnoj veli¢ini inokuluma. Nakon 12 dana
inkubacije, koncentracija imidakloprida pala je za 93.9% podetne koncentracije (25 mg L™Y).
Metabolit 6CNA (6-kloronikotinska kiselina) se na pocetku biodegradacije imidakloprida
pojavljivao u mediju, no nakon 10 dana inkubacije je nestao $to ukazuje na degradaciju tog
metabolita pomocu A. terreus (Mohammed i Badawy 2017).

Istrazivanjima bioremedijacije pomocu bakterija, pokazalo se kako mnogi bakterijski
sojevi imaju sposobnost vise ili manje uspjesno degradirati imidakloprid. Neke od tih bakterija
su Pseudomonas sp., Leifsonia sp., Bacillus sp., Stenotrophomonas maltophilia. Produkti
biodegradacije imidakloprida su u vecini slucajeva razli¢iti metaboliti, a najces¢e 6CNA

(Hussain i dr. 2016).

ACETAMIPRID

Acetamiprid je vrlo dobro topljiv u vodi te je umjereno toksian za vodene

organizme. Umjereno je toksian za sisavce, a visoko toksi€an za ptice 1 gujavice
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(https://sitem.herts.ac.uk). Uz to, u novim istrazivanjima spominju se i Stetni utjecaji
acetamiprida za ljude (Kanjilal i dr. 2015). Acetamiprid je umjereno do visoko postojan u tlu,
s vremenom poluraspada izmedu 353 i 450 dana, ovisno o istrazivanju (Hussain i dr. 2016).

U istrazivanju Kanjilal i dr. (2015), testirana je biodegradacija acetamiprida iz
otpadnih voda s poljoprivrednih povrSina u Indiji gdje je prethodno primjenjivan. KoriSten je
soj autohtone bakterije Micrococcus luteus. Uz to, istrazena je toksi¢nost metabolita prema
bakteriji Pseudomonas aeruginosa te utjecaj pH vrijednosti, temperature, brzine centrifuge,
vremena inkubacije i pocetne koncentracije acetamiprida. Ostaci acetamiprida su utvrdeni u
uzorcima vode i tla s okolnih podruéja, stoga je zakljuCeno kako su se brojne bakterije
prilagodile na takav oneciS¢eni okolis. Acetamiprid je koristen kao izvor ugljika, dusika i
energije. Rezultati su pokazali da je optimalna pH vrijednost za biodegradaciju 6, a optimalno
vrijeme inkubacije izmedu 26 1 28 h kada je iskoriSteno 72% acetamiprida. Uoceno je povecanje
biodegradacije na temperaturama ve¢im od 10 °C, dok je rast bakterije bio najve¢i pri najmanjoj
brzini centrifuge (0-80 rpm) i koncentraciji 30 mg L. M. luteus je uspjesno degradirao 69.84%,
a najveca degradacija se odvijala nakon 24 h pri temperaturi 40 °C i pocetnoj koncentraciji
acetamiprida 70 mg L. Prema rezultatima istraZivanja, metaboliti acetamiprida nisu toksi¢ni
za P. aeruginosa, ¢ak ni pri njihovoj visokoj koncentraciji (50 mg L) (Kanjilal i dr. 2015).

Wang i dr. (2011) u istrazivanju su proucavali mogucnost biodegradacije i
biotransformacije acetamiprida pomocu gljive uzro¢nika bijele trulezi. Gljive uzroc¢nici bijele
trulezi uspjesno razgraduju lignin do CO2, a prethodno je utvrdena biodegradacija brojnih
oneciS¢ujucih tvari pomocu ligninolitskih enzima. Za istrazivanje je koriSten soj gljive
Phanerochaete sordida, izoliran s trulog drveta. Nakon inkubacije, diskovi micelija gljive
preneseni su u tekuc¢i medij kojem je dodan acetamiprid. Za istrazivanje same biodegradacije
koristene su dvije vrste medija, medij s limitiranim duSikom i krumpir-dekstroza medij. Prema
rezultatima, u mediju s limitiranim duSikom uklonjeno je 45% acetamiprida nakon 20 dana
inkubacije, dok je u krumpir-dekstroza mediju uklonjeno 28% nakon 20 dana inkubacije.
Takoder, testirana je i degradacija acetamiprida pomocu procisc¢enih ligninolitskih enzima iz P.
sordida na mediju s limitiranim duSikom te je analizom rezultata utvrdeno kako ti enzimi nisu
degradirali acetamiprid buduci da je acetamiprid uklonjen i u mediju bez ligninolitskih enzima
(krumpir-dekstroza medij). Uz to, uoCeno je pojavljivanje metabolita s molekulskom formulom
CoHoCIN4 koji je moguca demetilirana forma acetamiprida (Wang i dr. 2011).

Prethodnim istrazivanjima utvrdene su varijabilne sposobnosti degradacije
acetamiprida pomocu vise vrsta bakterija. Pigmentiphaga sp. i Stentrophomonas sp. su najbrze

transformirale acetamiprid uz stvaranje odredenih metabolita. Uz njih, znacajna su istraZivanja
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biodegradacije acetamiprida pomocu sojeva bakterija Rhodococcus sp. i Pseudoxanthomonas
sp. (Hussain i dr. 2016).
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5. ZAKLJUCCI

Unato¢ tome Sto je otkri¢e sintetickih pesticida bio revolucionaran dogadaj za
poljoprivredu, brojnim znanstvenim istrazivanjima potvrdena je njihova Stetnost za okolis,
ljude 1 zivotinje. Uz njihovo dugotrajno zadrzavanje u okoliSu i oneciS¢enje razliitih
ekosustava, uocava se sve veca potreba za proizvodnjom i primjenom manje Stetnih alternativa
koja je, prema nekim podacima, u porastu.

Buduc¢i da su ostaci pesticida zabiljeZeni u vodama i tlima, nuzno ih je ucinkovito
ukloniti. Bioremedijacija se navodi kao ekoloski prihvatljiva i jeftina tehnologija, a istrazivanja
bioremedijacije, s obzirom na literaturu, su sve brojnija. Uspjesna bioremedijacija moguce je
rjeSenje za eliminaciju pesticida, ali i drugih onec¢is¢ujucih tvari. Potrebno je naglasiti kako sam
proces bioremedijacije nije u potpunosti istrazen te su u utvrdene poteskoce provedbe uspjesne
bioremedijacije u prirodi. Najveé¢im problemom smatra se dizajniranje samog postupka buducéi
da se okolisni uvjeti uvelike razlikuju od laboratorijskih te njihova kontrola nije moguca, a
poremecaj bilo kojeg ¢imbenika ograni¢ava rast i ucinkovitost organizma koji se koristi u
bioremedijaciji.

lako je bioremedijacija Siroko prihvacena tehnologija s nizom prednosti, njena
masovna provedba na onec¢is¢enim podrucjima tek se oc¢ekuje. Zbog toga je potrebno i dalje
istrazivati postupak bioremedijacije za uklanjanje ve¢ stvorenih oneciS¢enja, ali je nuzno i

shvac¢anje negativnih ucinaka sinteti¢kih pesticida 1 teZznja za ve¢om upotrebom ekoloski
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7. SAZETAK

Primjena pesticida poznata je nekoliko tisuc¢a godina, a proizvodnja sintetickih
pesticida zapocinje polovicom 20. stolje¢a. Nakon upotrebe, vec¢ina sintetiCkih pesticida se
dugotrajno zadrzava u okoliSu te se njihovi ostaci mogu naé¢i u tlima, morskim i vodenim
ekosustavima, pitkoj vodi i podzemnim vodonosnicima. Uz to, zabiljezen je poveéani mortalitet
i ugrozenost mnogih skupina organizama. Kroz hranidbeni lanac, ostaci pesticida dospijevaju i
do ljudi te uzrokuju razli¢ite poremecaje i bolesti.

Bioremedijacija je ekonomski isplativa i odrziva tehnologija koja na ekoloSki
prihvatljiv nacin tranformira ili uklanja onecis¢ujuce tvari iz okolisa pomocu bakterija, biljaka,
algi ili gljiva. U ovom radu prikazana su istrazivanja bioremedijacije s varijabilnim rezultatima
acetamiprida, koriste¢i razliite sojeve bakterija i gljiva. Na kraju su istaknuti problemi Kkoji
onemogucavaju masovnu primjenu bioremedijacije u prirodi te je njihovo rjeSenje moguce

samo daljnjim istrazivanjima.

8. SUMMARY

The application of pesticides has been known for several thousand years, and the
production of synthetic pesticides began in the mid-20th century. Most synthetic pesticides stay
in the environment for a long time after their use and their residues can be found in soils, marine
and aquatic ecosystems, drinking water and underground aquifers. Furthermore, increased
mortality and endangerment of many groups of organisms is reported. The pesticide residues
reach humans through the food chain and cause various disorders and diseases.

Bioremediation is a cost-effective and sustainable technology that transforms or
eliminates pollutants from the environment by bacteria, plants, algae or fungi in an
environmentally friendly way. Bioremediation studies with variable results were presented in
this paper, including bioremediation of herbicides, diuron and glyphosate, and insecticides,
imidacloprid and acetamiprid, using various bacteria and fungi strains. Finally, problems that
prevent the massive application of bioremediation were highlighted and their solution is only

possible with further research.
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