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REZIME

U radu je ispitivano delovanje metribuzina na aktivnost nekih enzima u zemljistu. Ogled

je postavljen u laboratorijskim uslovima na zemljistu tipa ¢ernozem. Metribuzin je prime-
njen u koli¢cinama 12,0, 24,0 i 60,0 mg/kg zemljista, a uzorci za analizu uzimani su 3, 7, 15, 30
i 45 dana posle primene metribuzina. Prac¢ena je aktivnost enzima alkalna i kisela fosfataza,
dehidrogenaza, ureaza i 3-glukozidaza.

Dobijeni rezultati su pokazali da delovanje metribuzina na aktivnost enzima zavisi od
primenjene koli¢ine, duZine delovanja i vrste enzima. Metribuzin je delovao inhibitorno na
kiselu fosfatazu i dehidrogenazu, na alkalnu fosfatazu prvo je delovao inhibitorno, a kasnije
stimulativno, na ureazu je delovao stimulativno, dok na 3-glukozidazu nije delovao.

Kljucne reci: Metribuzin; zemljiste; alkalna fosfataza; kisela fosfataza; dehidrogenaza; urea-

73; B-glukozidaza

uvoD

Zemlji$te predstavlja polidisperzni sistem ¢ija se di-
nami¢nost ogleda u neprekidnom kruzenju materije
i energije. U procesima stvaranja i odrZavanja zemlji-
$ta, kao slozenog ckosistema, mikroorganizmima pri-
pada veoma znacajna uloga. Mikroorganizmi izdvaja-
ju u okolnu sredinu enzime koji predstavljaju kataliza-
tore biohemijskih procesa; u¢estvuju u svim procesima
kruZenja materije i energije, stvaranja i odrzavanja plod-
nosti. U zemljistu je prisutno oko pedeset vrsta enzima
(Tabatabai, 1982). Najveéi izvori enzima su mikroor-
ganizmi i u zemlji$tu se nalaze kao ekstracelularni (slo-
bodni ili vezani za minerale gline i humusne koloide)
i intracelularni (u Zivim i izumrlim ¢éelijama mikroor-

ganizama), a mogu biti i udruZzeni sa razli¢itim bioti¢-
kim i abioti¢kim komponentama (¢elijama mikroorga-
nizama, korenom biljaka, izumrlim ¢elijama i ostaci-
ma izumrlih éelija). Aktivnost slobodnih enzima u ze-
mlji$nom rastvoru je neznatna s obzirom da se veoma
brzo inaktiviraju usled denaturacije, hidrolize ili vezi-
vanja za zemlji$ne konstituente ili koloide (Rojo i sar.,
1990). Imobilizacijom u zemljistu enzimi stvaraju sta-
bilne komplekse sa ili na mineralima gline, polisahari-
dima i humusnim materijama pa tako zadrZavaju svo-
ju aktivnost i sti¢u otpornost prema proteolizi i dru-
gim nepovoljnim faktorima (Tabatabai, 1982; Acosta-
Martinez i Tabatabai, 2000; Marx i sar., 2001).
SadrZaj enzima zavisi od biomase i metaboloti¢-
ke aktivnosti organizama, a stepen njihove aktivnosti
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oslikava intenzitet procesa koji se odvijaju u zemljistu
(Nannipieri i sar., 1983; Haziev i Gulko, 1991). Zbog
toga se u istrazivanjima upravo enzimi koriste kao po-
kazatelji opste biogenosti i plodnosti zemlji$ta (Burns,
1982; Carbonelli i sar., 2000; Benitez i sar., 2004).
Po misljenju veéeg broja istraziva¢a (Powlson i sar.,
1987; Allievi i Gigliotti, 2001; Monkiedje i sar., 2002;
Abhtiainen i sar., 2003) promene u aktivnosti enzima
mogu da ukaZu na Stetan efekat pesticida na populaci-
ju mikroorganizama.

Tako su u radu sa DD T-jjem, Singh i saradnici (2001)
pokazali da ovaj insekticid znadajno smanjuje aktivnost
dehidrogenaze i ukupne fosfataze. Fungicidi metalak-
sil i mefekson smanjuju aktivnost dehidrogenaze, alkal-
ne fosfateze i B-glukozidaze (Jones i Ananyeva, 2001;
Monkiedje i sar., 2002; Klose i Ajwa, 2004), dok kar-
bendazim i tiabendazol potpuno inhibiraju celulazu i
smanjuju aktivnost amilazeiinvertaze. U ogledu samet-
sulfuron-metilom Ismail i saradnici (1998) su registro-
vali smanjenu aktivnost ureaze i amilaze, dok je smanje-
nje aktivnosti proteaze bilo prolaznog karaktera.

Herbicidi iz grupe triazina (kojima pripada i metri-
buzin) veoma &esto inhibiraju aktivnost, rast i razvi-
¢e zemljisnih mikroorganizama, a stepen inhibitornog
delovanja zavisi od prirode aktivne materije, njene kon-
centracije, duZine izloZenosti, edafskih i klimatskih ¢i-
nilaca. Nagaraja i saradnici (1998) su pratili delovanje
atrazina na aktivnost ureaze, fosfataze i dehidrogenaze
na neutralnom, kiselom i alkalnom zemljistu, i utvrdi-
li su da atrazin deluje inhibitorno na ispitivane enzime,
pri ¢emu je najslabije delovanje na neutralnom, a najja-
¢e na alkalnom zemlji$tu.

U ovom radu prac’en je uticaj metribuzina, u zavisno-
sti od koncentracije i duzine delovanja, na aktivnost ne-
kih enzima u zemljistu.

MATERIJAL | METODE

Ispitivanja su obavljena u laboratorijskim uslovima,
na zemljistu tipa ¢ernozem (pH 6,9, organska materija
3,8%, pesak 19%, glina 32%, prah 49%). Zemljiste (lo-
kalitet: Putinci) je uzeto sa dubine 0-10 cm sa povrsina
na kojima ranije nisu primenjivani herbicidi, o¢i$¢eno
je od ostataka nadzemnih i podzemnih delova biljaka,
osu$eno do vazdusno suvog stanja i prosejano kroz si-
to pre¢nika 5 mm.

Metribuzin [4-amino-6-terc-butil-3-metiltio-1,2,4-
triazin-5(4H)-on], kao preparat Sencor WG-70, prime-
njen je u koncentracijama 12,0, 24,0 i 60,0 mg/kg zemlji-
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§ta. Koncentracije su izabrane tako da najniza odgovara
koli¢ini koja se preporucuje za primenu u praksi, druga
je dva, a treca pet puta veca od te koli¢ine. Metribuzin
je nanet na povrsinu jednog kilograma zemlji$ta pum-
picom za tankoslojnu hromatogafiju, a zatim je izvrSena
homogenizacija na rotacionoj muékalici u trajanju od 30
minuta. Nakon homogenizacije zemljiste je preneto u ve-
getacione sudove koji su za vreme trajanja ogleda drzani
u klima komori na temperaturi 20£2°C i vlaznosti vaz-
duha 50%. Vlaznost zemljista je odrzavana na 50% polj-
skog vodnog kapaciteta. Uzorci za analize uzimani su 3,
7,15, 30 1 45 dana posle primene metribuzina, i prace-
na je aktivnost enzima alkalna fosfataza, kiscla fosfata-
za, dehidrogenaza, ureaza i f-glukozidaza.

Alkalna fosfataza je odredivana po metodi Tabatabai
(1982). Metoda je zasnovana na spektrofotometrijskom
odredivanju p-nitrofenola (p-NP) koji nastaje iz p-ni-
trofenilfosfata kao proizvod aktivnosti ovog enzima
u modifikovanom univerzalnom puferu (MUB) pH
vrednosti 11,0. Merenje je vr$eno na talasnoj duzini 410
nm, a aktivnost enzima je izrazavana u ug p-NP po gra-
mu zemlji$ta, u sekundi.

Kisela fosfataza je, takode, odredivana po metodi
Tabatabai (1982), istim postupkom kao i alkalna fos-
fataza, ali u modifikovanom univerzalnom puferu
(MUB) pH vrednosti 6,5. Aktivnost enzima je izraza-
vana u pg p-NP po gramu zemlji§ta, u sekundi.

Dehidrogenaza je odredivana po metodi Tabatabai
(1982), koja je zasnovana na spektrofotometrijskom
odredivanju trifenil-formazana (TPF) koji nastaje iz
trifeniltetrazolijum-hlorida, kao proizvod aktivnosti
ovog enzima. Merenje je vr$eno na talasnoj duzini 485
nm, a aktivnost enzima je izrazavanau mg TPF po gra-
mu zemljista.

Ureaza je odredivana po metodi Tabatabai i Bremner
(1972). Metoda je zasnovana na merenju NH4*-N jona
koji nastaju kao proizvod aktivnosti enzima u zemljiStu
inkubiranom u tris(hidroksimetil)Jaminometan puferu
(THAM) i 0,2 M rastvoru uree. Aktivnost enzima je
izrazavana u pmol N-NHj po gramu zemljista.

B-glukozidaza je odredivana po metodi Tabatabai
(1982), koja predstavlja modifikaciju osnovne meto-
de koju su opisali Eivarzi i Tabatai (1977). Metoda je
zasnovana na spektrofotometrijskom odredivanju p-
nitrofenola (p-NP) koji nastaje iz p-nitrofenil-B-D-
glukozida, kao proizvod aktivnosti enzima. Merenje je
vrieno na talasnoj duzini 410 nm, a aktivnost enzima je
izrazavana u pg p-NP po gramu zemljista, u sekundi.

Statisti¢ka obrada rezultata obavljena je kompjuter-
skim programom Anova. Za sve promenljive i njihove
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interakcije uraden je F-test, a ukoliko je on bio znadajan
za pojedina¢na poredenja kori$¢en je LSD test.

REZULTATI | DISKUSUJA

Fosfataze su ekstracelularni enzimi koji su svojstve-
ni velikom broju mikroorganizama i odgovorni su za
hidrolizu organskih i neorganskih jedinjenja fosfora u
zemljiStu. Podeljene su u pet grupa, a najvise su prou-
¢avane fosfomonoesteraze. Fosfomonoesteraze su, na
osnovu optimalne aktivnosti u alkalnoj ili kiseloj sre-
dini, podeljene na alkalne (ortofosforna monoestar fos-
fohidrolaza, EC 3.1.3.2) i kisele fosfataze (ortofosforna
monoestar fosfohidrolaza, EC 3.1.3.1) (Malcolm, 1983;
Haziev i Gulko, 1991).

U ogledu sa metribuzinom smanjena aktivnost al-
kalne fosfataze registrovana je tre¢eg i sedmog dana.
Procenat smanjenja se, u zavisnosti od koncentracije i
duzine delovanja, kretao od 5,7% (24,0 mg, sedam da-
na) do 41,4% (60,0 mg, tri dana). Promene u delovanju
registrovane su od petnaestog dana kada je zabeleZze-
na povecana aktivnost i to za 1,8% (60,0 mg), odnosno
27,2% (24,0 mg) (Slika 1). Sve razlike su bile statisticki
znacajne u odnosu na kontrolne vrednosti.

Naslici 2 prikazani su rezultati delovanja metribuzi-
na na aktivnost kisele fosfataze. Promene u aktivnosti
kisele fosfataze registrovane su samo tre¢egi petnaestog
dana. Ove razlike su bile statisti¢ki zna¢ajne u odnosu
na kontrolne vrednosti. Tre¢eg dana je kod sve tri kon-
centracije zabeleZeno smanjenje aktivnosti od 19,7%
(12,0 mg) do 43,6% (60,0 mg), a petnaestog dana po-
veéanje od 5,0% (12,0 mg) do 12,3% (60,0 mg).
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Slika 1. Delovanje metribuzina na alkalnu fosfatazu
Figure 1. Effect of metribuzin on alkaline phosphatase

Delovanje herbicida na aktivnost fosfataza pratili su i
drugi istrazivadi. Tako su, Nagaraja i saradnici (1998) i
Radivojevi¢ (2006) ispitivali delovanje atrazina i niko-
silfurona na aktivnost alkalne i kisele fosfataze. Prema
njihovim rezultatima atrazin i nikosulfuron su inhibi-
torno delovali na alkalnu, a stimulativno na kiselu fos-
fatazu. Perucci i saradnici (1988) su utvrdili da priroda
jedinjenja, koli¢ina primene i duZina izloZenosti imaju
znacajan uticaj na aktivnost fosfataza. Prateéi delova-
nje atrazina, alahlora i metolahlora, navedeni autori su
utvrdili da atrazin deluje inhibitornije u poredenju sa
ostala dva herbicida i to tumace kao posledicu direk-
tnog delovanja atrazina na sintezu alkalne i kisele fosfa-
taze. Do sli¢nih rezultata dogli su i Klose i Ajwa (2004)
koji su pratili aktivnost kisele fosfataze u zemljistu koje
je fumigovano metil-bromidom.

Dchidrogenaze sinteti$u Zive Celije mikroorganizama
i izlu¢uju ih u spolja$nju sredinu (Shuster i Schroeder,
1990). One se u zemljistu ne vezuju za pojedine frakci-
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Slika 2. Delovanje metribuzina na kiselu fosfatazu
Figure 2. Effect of metribuzin on acid phosphatase

je, ve¢ postoje kao slobodni enzimi i kao takve su veo-
ma osetljive na delovanje nepovoljnih ¢inilaca iz spoljas-
nje sredine, a time i pesticida (Tabatabai, 1982; Rossell i
sar., 1992; Benitez i sar., 2004). Rezultati nasih istrazi-
vanja pokazuju da metribuzin izaziva smanjenje aktiv-
nosti ovog enzima u periodu od treéeg do Eetrdeset pe-
tog dana posle primene (Slika 3). Najveéi stepen sma-
njenja (41,0%) utvrden je petnaestog dana kod koncen-
tracije 60,0 mg, a najmanji (2,9%) tre¢eg dana kod kon-
centracije 24,0 mg. U ostalim varijantama ogleda, ak-
tivnost dehidrogenaze je bila smanjena za 12,4-38,4%
u zavisnosti od primenjene koncentracije i duZine de-
lovanja. Sve razlike su bile statisti¢ki znacajne u odno-
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su na kontrolne vrednosti. Po nafem misljenju, do sma-
njenja aktivnosti doslo je zbog toksi¢nog delovanja me-
tribuzina na populaciju mikroorganizama, dije su Zive
éelije osnovni izvori ovog enzima u zemljistu. Nasi re-
zultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora ko-
ji su pratili delovanje pesticida na aktivnost dehidro-
genaze (Davies i Greaves, 1981; Milosevié i sar., 1995;
Govedaricaisar., 1997; Junnilaisar., 1999; Singh i sar.,
2001; Monkiedje i sar., 2002, Radivojevi¢, 2006). Od
ovih rezultata razlikovali su se jedino rezultati Mina i
saradnika (2001), koji su utvrdili da butahlor poveéava
aktivnost dehidrogenaza i da se pove¢anjem koncentra-
cije poja¢ava stimulativno delovanje. Medutim, autori
ne daju obrazloZzenje za svoje rezultate.
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Slika 3. Delovanje metribuzina na dehidrogenazu
Figure 3. Effect of metribuzin on dehydrogenase

Ureaza (urea amidohidrolaze, EC 3.5.1.5) je enzim
koji katali$e razgradnju uree do amonijum karbonata.
Sam proces razgradnje uree se odvija u dve faze. U pr-
voj fazi se vrsi hidroliza do amonijum karbonata, a u
drugoj, amonijum karbonat se razlaze do amonijaka,
ugljen-dioksida i vode. Na aktivnost ureaze utice tip ze-
mljista, sadrZaj organske materije, temperatura, vlaga,
pH idr. (Nor, 1982). Rezultati nasih ispitivanja (Slika
4) su pokazali da se aktivnost enzima u kontroli kreée
u intervalu 161,8-166,6 pmol N-NHy gram‘1 zemlji-
$ta. Kada su u pitanju testovi sa metribuzinom, do po-
vecanja aktivnosti dolazi ve¢ treéeg dana posle prime-
ne, a najveéa aktivnost (194,2 pmol N-NH, gram™! ze-
mljista) registrovana je sedmog dana (koncentracija od
60,0 mg). U poslednja dva merenja (trideseti i éetrde-
set peti dan) ni u jednoj varijanti nisu registrovane zna-
¢ajne razlike u poredenju sa kontrolom.
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U literaturi postoje protivre¢ni podaci o delovanju
pesticida na aktivnost ureaze. Prema nekim autorima
(Antonious, 2003) delovanje piretroida je prolaznogka-
raktera i ne ugrozava ciklus azota u zemljistu. Ismail i
saradnici (1998) navode da mesulfuron-metil smanjuje
aktivnost ureaze dvadeset osam dana posle primene. U
ovim ogledima nije do$lo do obnavljanja aktivnosti urea-
za, zarazliku od proteaze i amilaze kod kojih se obnovila
aktivnost ¢etrnaest dana nakon primene. Smanjenu ak-
tivnost ureaze za 41-56% pod uticajem dalapona i para-
kvata konstatovali su Namdeo i Dube (1993), a za razliku
od njih Miloevi¢ i saradnici (1995) su utvrdili, u ogledi-
ma sa glifosatom, pove¢anu aktivnost enzima za 50%.

(-glukozidaza je enzim koji je znacajan za kruzenje
ugljenika u zemlji$tu. On katali$e hidrolizu disahari-
daiz glukoze pri ¢éemu se oslobada energije koju mikro-
organizmi koriste za svoje fizioloske procese (Knight i
Dick, 2004).
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Slika 4. Delovanje metribuzina na ureazu
Figure 4. Effect of metribuzin on urease
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Slika 5. Delovanje metribuzina na 3-glukozidazu
Figure S. Effect of metribuzin on -glucosidase
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Prema rezultatima nagih istrazivanja (Slika 5) me-
tribuzin ne utice statisti¢ki znac¢ajno na aktivnost
B-glukozidaze. U literaturi nema dovoljno podataka o
delovanju herbicida na ovaj enzim, a na$i rezultati se
razlikuju od rezultata do kojih su dosli neki drugi au-
tori. Tako su, Ismail i saradnici (1998), kao i Klose i
Ajwa (2004) utvrdili da se aktivnost B-glukozidaze u
prisustvu atrazina smanjuje dvadeset jedan dan nakon
primene. Do smanjenja aktivnosti enzima, po mi§lje—
nju ovih autora (sli¢no kao i kod dehidrogenaze) do-
lazi zbog izumiranja ¢elija mikroorganizama pod uti-
cajem atrazina, ¢ime se smanjuje sinteza i izlucivanje
B-glukozidaze u spoljasnju sredinu.

Imajudi u vidu dobijene rezultate smatramo da de-
lovanje metribuzina na aktivnost enzima zavisi od pri-
menjene koli¢ine, duzine delovanjaivrste enzima, daje
efekat prolaznog karaktera, i da ne postoji opasnost da
metribuzin narusi biohemijsku aktivnost koja bi mogla
da se odrazi na plodnost zemljista.
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Effects of Metribuzin on the
Activity of Some Enzymes in Soil

SUMMARY

Eeffects of metribuzin on the activity of some enzymes in soil was investigated. Trials
were set up in the laboratory on a clay loam soil. Metribuzin was applied at 12.0, 24.0 and
60.0 mg/kg soil rates and soil samples were collected 3, 7, 15,30 and 45 days after metribuz-
in treatment for analyses. Alkaline phosphatase, acid phosphatase, dehydrogenase, urease

and (3-glucosidase were recorded.

The results showed that the intensity of metribuzin effects on the activity of enzymes
depended on treatment rate, exposure time and enzyme group. Metribuzin had an inhib-
iting effect on acid phosphatese and dehydrogenase, as well as on alkaline phosphatase in
the initial stage before it turned into a stimulating one, while metribuzin stimulated urease
and had no effect on 3-glucosidase.

Keywords: Metribuzin; Alkaline phosphatase; Acid phosphatase; Dehydrogenase; Urease;

B-glucosidase
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