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Enzimska oksidacija
benzena peroksidazom iz
rena (Armoracia rusticana)

Ispitivana je enzimska oksidacija benzena, kao model
sistema razgradnje aromatic¢nih jedinjenja prisutnih
u nafti. Enzimska aktivnost peroksidaze merena je
spektrofotometrijski, gde je kao drugi supstrat kori-
Scen vodonik peroksid. Utvrdena je zavisnost pro-
mene apsorbance od koncentracije benzena i pre-
tpostavljeno je da dolazi do transfera elektrona sa
benzena na vodonik peroksid. Pokazano je da je
reakcija moguca u vodenoj sredini, Sto otvara mo-
gucnost za primenu u ekoloski ugroZenim oblastima.

Uvod

Benzen je najjednostavniji predstavnik aroma-
ti¢nih jedinjenja. Na sobnoj temperaturi je providna
te¢nost, slatkastog mirisa. Lako isparava i zapaljiv
je. U prirodu dospeva na vise nacina: u vazduhu se
nalazi u obliku svojih isparenja, prisutan je u zem-
ljistu i vodi, a posebno ga puno ima u blizini fabrika,
u nafti, proizvodima koji sadrZze nepolarne rastva-
race, a u velikoj dozi ga ima u dimu, narocito du-
vana. Vrlo Cesto je ksenobiotik u prirodi. Slabo se
rastvara u vodi. Akutni simptomi trovanja benzenom
su bol u stomaku i glavi, mucnina, konvulzije, nes-
vestica i smrt. Hroni¢ni unos benzena moZe izazvati
rak (Barregard et al. 2009).

Benzen, policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
(polycyclic aromatic hydrocarbonates — u daljem
tekstu PAH) i njihovi metaboliti su interkalirajuce
supstance, i otud poti¢e njihova genotoksi¢nost.
Kada benzen ude u organizam ¢ini sistemsku Stetu i
to ponajviSe deluje na centralni nervni sistem,
ki¢menu moZdinu, izaziva leukemiju i takode deluje
na promene u krvi i druge (Rana i Verma 2005).
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Metabolizam benzena i drugih aromati¢nih je-
dinjenja u organizmu je brz. Benzen se pretvara u
benzen oksid, koji postaje trans dihidrodiol, koji je
jos toksic¢niji (Kapitulnik er al. 1977), a piren se
metaboliSe u hidroksipiren koji je krajnji proizvod
metabolzma. Enzim koji je zaduZen za razgradnju
aromati¢nih jedinjenjima je jetreni citohrom P450.
(Snyder i Hedli 1997)

Perokisdaza iz rena katalizuje oksidoredukujuce
reakcije. Ona je bisupstratni enzim; prvi supstrat je
vodonik-peroksid, dok drugi supstrat moze biti ve-
liki broj organskih materija. Molekul peroksidaze se
sastoji od 6 subjedinica, od kojih svaki sadrzi hem
grupu u ¢ijoj se blizini nalazi aktivno mesto.

Peroksidaze prebacuju elektrone sa drugog sup-
strata na molekul vodonik peroksida posredstvom
transporta preko hem grupe. Mehanizam aktivnosti
peroksidaze je opisan ping-pong kinetikom, pri Ce-
mu se prvo vezuje peroksidni jon koji oksiduje gvo-
Zde u hem grupi, a potom se vezuje drugi supstrat
koji biva oksidovan od strane jona gvozda iz hem
grupe (Veitch 2004).

Peroksidaza je zbog ovih svojih osobina vrlo
primenjljiv i praktican enzim. U biohemiji je nasla
korist kao obeleZivac antitela i za ELISA testiranje.
Upotrebaljava se za CiS¢enje voda od fenola (Wag-
ner i Nicell 2001). Postupak se sastoji u polime-
rizaciji novonastalih oksidovanih fenoksi radikala do
oligomera ili polimera. Ovaj proces zapocinje per-
oksidaza, a taj krajnji rezultat je manje toksi¢an po
okolinu ali i hidrofoban pa se lako moZe izvaditi
(Yu et al. 1994). Druga istrazivanja bioremedijacije
sa peroksidazom bave se upotrebom enzima u kome-
rcijalne svrhe, izmedu ostalog, razgradnji lepkova i
drugih adheziva, delova za racunare pa ¢ak i auto-
mobila.

Ranije je pronaden mehanizam delovanja dio-
ksigenaze na jedinjenja i njihov metabolizam. Na
ovaj nacin benzen se oksidiSe do katehola, koji se
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potom otvara orto reascepom, dajuci cis, cis—mukoni
¢nu kiselinu. Krajni produkt ove razgradnje, orto
rascepom, je Cilibarna kiselina, i acetil koenzim A.
Drugi nacin koristi meta rascepanje katehola, ¢iji je
krajnji rezultat acetilaldehid i pirogrozdana kiselina
(Atlas i Bartha 1992). Ovi mehanizmi su zastupljeni
u bakterijama, koji potom koriste pirogroZzdanu ki-
selinu i acetil koenzim A, u daljim cikluslima za do-
bijanje energije.

Za sada metoda bakterijske ili mikobioloske de-
gradacije nafte ostaje kao jedna od najuspeSnijih
metoda u otklanjanju mrlja od ,Ciste* nafte (Petrovic¢
et al. 2004).

Benzen zbog svoje nezasi¢ene prirode moZe rea-
govati sa peroksidom i pretpostavlja se da ova reak-
cija moze biti posredovana peroksidazom. Ovo bi
omogucilo koris$éenje peroksidaze sa ciljem ukla-
njanja toksi¢nih jedinjenja prisutnih na mestima izli-
va benzena ili nafte u vodi ili zemljiStima.

Cilj ovg rad je da se ispita enzimska oksidacija
benzena i nafte peroksidazom iz rena i razmatre mo-
gucnosti za primene u prirodnoj sredini.

Testiran je benzen posto je on najjednostavniji
aromatic¢ni ugljovodonik sa zadovoljavajuénom ras-
tvorljivoscu u vodi i najéeSée aromati¢no jedinjenje
koje se pojavljuje u prirodi na kom bi mogao da se
pokaze rescep prstena, $to se moze objasniti i raz-
gradnjom PAH-ova. Osim ispitivanja degradacije
benzena, pokuSano je i sa ispitivanjem degradacije
nafte peroksidazom.

Nafta koja je upotrebljna za merenje u vidljivom
spektru je bila providna nafta, ,,Rusanda-10* vadena
na dubini od 2628 do 2638 metara.

Metode i materijal

Metoda u istrazivanju zasniva se na spektrofoto-
metrijskom merenju aktivnosti peroksidaze. Zapra-
vo, se meri promena apsorbance supstrata ABTS
(2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6sulfonska kise-
lina) koji daje obojen produkt, ¢iji je spektar u
vidljivom delu. PoSto bi peroksidaza trebala u smesi

Slika 1. Oksidacija ABTS-a b/
posredovana peroksidazom

Figure 1. Enzyme catalyzed reaction 5 L
of ABTS oxidation e :

ABTS
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koja sadrZi benzen ili naftu, da reaguje sa njima,
umesto ABTS-a, pada apsorbanca.

Apsorbanca je merena spektrofotometrijski na
GBC UV-VIS Cintra 10. Perokisdaza koristi vodonik
peroksid i ABTS kao supstrat da bi dala oksidovani
ABTS zelene boje sa apsorpcionim maksimumom na
420 nm (Cirkovié¢ Velickovi¢ i Prodanovi¢ 2005).

Reakciona smeSa je sadrzala 50 uL vodonik
peroksida 20 mM (pravljen je svez), 20 uL ABTS
9.1 mM, 880 pL fosfatnog pufera (pH 6.0, 100 mM)
i 20 uL peroksidaze iz rena priblizne aktivnosti 10
IU/mL. Slepu probu su sacinjavale sve komponente
osim enzima, u navedenim koli¢inama. Zapremina
bez dodatka drugog supstrata iznosila je 1.05 mL.
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Slika 2. Struktura ABTS-a

Figure 2. Structure of ABTS

Kao supstrat dodavani su, u zavisnosti od testira-
nja, nafta i benzen u razli¢itim koncentracijma. Ko-
li¢ine benzena, odnosno nafte, koje su dodavane u
reakcionu smeSu su sledece:

benzen: 10, 40, 50 pL

nafta: 10, 15, 40 pL

Rezultati 1 diskusija

Dobijeni rezultati se poklapaju sa pretpostavkom
da dolazi do oksidacije benzena, ali u mnogo manjoj
meri nego §to je ocekivano. Enzimski esej vrSen sa
naftom i perokisdazom pokazuje neohrabrujuce re-
zultate.
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Slika 3. Zavisnost promena apsorbancije na 420 nm od
koncentracije benzena

Figure 3. Apsorbance change caused by different
benzene concentration, measured at 420nm

Dobijen je pad apsorbance sa povecanjem koli
¢ine benzena. Pad je linearan i nisu izmerena velika
odstupanja (slika 3). Promena je utvrdena, ali je
efekat slab.

Enzim se nalazi u smesi sa benzenom i ima mo-
gucnost da ga oksidiSe, umesto da to ¢ini ABTSu, a
posto se meri oksidovani (zeleni) oblik ABTSa,
apsorbanca pada. Najverovatniji metabolizam bi bio
prethodno opisani meta ili orto rascep uz neke modi-
fikacije (Atalas i Bartha 1992).

Ziva Celija bi mogla da koristi finalne proizvode
degradacije u Krebsovom ciklusu. Takode, pretpo-
stavljeno je da je potrebna dorada i promena po-
stupka, $to se ne moze utvrditi bez hromatografije i
druge spektrofotometrijske metode.

Pretpostavljeno je da kiseonik potreban za oba
mehanizma dolazi iz vodonik peroksida ili iz vode.

Ovakva jedinjenja su mnogo manje opasna, jer
veé svojim rascepljenjom gube na svojoj cikli¢nosti i
time ne mogu lako biti interkalirane u strukturu
DNK.

Mehanizam koji je pretpostavljen za okisdaciju
fenola (Yu et al. 2004) je malo mogud, jer se vrlo
verovatno ne formiraju fenoksi radikali. Nije
utvrdena vidljiva polimerizacija produkata, niti se
smatra da postoji pri ovom obliku degradacije.

Gasna hromatografija ili infracrvena spektrosko-
pija bi utvrdila tacne produkte pri postupku razlaga-
nja benzena.
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Moguce je reéi da bi na isti naCin reagovala i
velika policikli¢na aromati¢na jedinjenja, u slabijoj
meri. Pretpostavlja se da je do slabljenja delovanja
enzima doSlo zbog dva faktora:

1. Postoji veliki broj prstenova, svaki od njih je
potrebno razloziti na isti nacin. Takode, pretposta-
vlja se da ne mogu svi PAH-ovi da budu kori$ceni,
jer, aktivno mesto je odredene, konacne, veliCine.
Vrlo veliki PAH-ovi bi tesko pristupili tom mestu.

2. Povecdanjem broja prstenova, opada polarnost
i rastvorljivost u vodi. Time se onemogucuje enzim-
ska degradacija.

Posto su ova merenja vrSena u hidrofilnoj sredini
pufera, pretpostavlja se da bi imalo efekta u prirod-
noj sredini, posebno primenjeno na zagadenje vode.

Izracunavanjem aktivnosti enzima dobijeni su
rezultati prikazani na slici 4.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

Enzimska aktivnost [IU/mL x 10'5]

10 40 50

Udeo benzena [mL]

Slika 4. Enzimska aktivnost, proracuna na IU/mL za
benzen i ABTS

Figure 4. Enzyme activity, calculated for benzene and
ABTS

Za izraCunavanje enzimske aktivnosti koriS¢ena
je formula:

Aktivnost [IU] =

AA AA
[i test — —2% probaj
min min
= X
milimolar. koef. nestajanja oksid. ABTS na 420 nm

y zapremina eseja u mL

- - xrazredenje
zapremina enzima

Spektroskopsko merenje smeSe sa naftom nije
pokazalo dobre rezultate. Nije utvrdena zavisnost
koli¢ine i apsorbance.

U trecoj tacki (slika 5) postoji najvecéi neoceki-
vani rezultat, gde apsorbanca raste pa ¢ak i vise od
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Slika 5. Zavisnost promena apsorbancije na 420 nm od
koncentracije nafte

Figure 5. Apsorbance change caused by different
petroleum concentration, measured on 420nm

pocetnih koli¢ina. To ukazuje na greSku, koja je naj-
verovatnije pocinjena u radu, ili se pak to stvarno
deSava. Moguca su i druga objaSnjenja, medu koji-
ma je i inhibicija delovanja enzima.

Zakljucak

Ovim radom je pokazano da peroksidaza oksi-
duje i benzen u hidrofilnoj sredini. Efekat, je, iako
malog intenziteta, je od prakticnog znacaja. Pretpo-
stavlja se da se oksidacija deSava po modifikovanom
principu meta i orto rascepa, koji je prikazan kod
drugih enzima. Za ta¢nu analizu raspada supstrata, u
ovom slucaju benzena, potrebno je jo§ uraditi infra-
crvenu spektrofotometriju ili druge metode, sa kojim
bi se mogli prona¢i meduprodukti.

Posto se reakcija odvija u hidrofilnoj sredini i u
uslovima sli¢nim onima u prirodi, moguce je prime-
niti enzim u zagadenim okolinama, a od posebnog je
znacaja Sto se Sto se degradira u manje opasne sup-
stance.

Nije pokazana mogucnost oksidacije nafte pero-
ksidazom.
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i Olgi Petrovi¢ za svu pomo¢ i svom mentoru, Milosu
Rokicu, koji je puno doprineo. Takode se zahvalju-
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Vigor Arva

Enzyme Oxidation of Benzene by
Horseradish Peroxidase (Armoracia
rusticana)

In this paper we try to show that horseradish
peroxidase could oxidize benzene. Aromatic hydro-
carbons and benzene induction causes cancer in
multiple tissues, leukemia, etc. High benzene con-
centration is found in soil near factories, oil refiner-
ies etc. (Leukemia incidence in people living close
to an oil refinery (Barregard et al. 2009)).

This research has importance in environment
sciences, because of the benzene contamination in
the environment and its very high toxicity.

Peroxidase is a hexamer heme containing protein
that uses both hydrogen peroxide and another sub-
strate. That substrate can be many chemicals, be-
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cause it has a large non-specific binding site. It
works as a ping-pong mechanism, which transfers
electrons from one substrate to another.

In our experiment we used an enzyme assay that
had a cocktail made of hydrogen peroxide and
ABTS which is green when oxidized , and thus can
be measured. Measuring was done spectrophoto-
metricaly at 420 nm. We added different concentra-
tions of benzene to the reaction, and blind tests
were done as well, where instead of enzyme we
used the same amount of buffer.

Gradually the absorbance fell with benzene,
which is shown in figures. We explained that when
there is benzene in the mixture, peroxidase oxidizes
it instead of ABTS, and that is measured on the
graph. It is possible that benzene is degraded in the
same way as it would be if the enzyme was dioxyge-
nase.

We also tried enzyme degradation petroleum,
but it is shown that at these conditions horseradish
peroxidase does not oxidize it. 9
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