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Inkapsulacija peroksidaze cvekle (Beta

vulgaris L.) kao model za{tite enzima
od inhibitornog uticaja te{kih metala

Grupa enzima (EC 1.11.1.X) koja uklju~uje peroksidazu (EC 1.11.1.7) detoksikuje

`ive organizme katali{u}i razlaganje vodonik-peroksida. Peroksidaza katalizuje

istu reakciju u industrijskim uslovima, pri pre~i{}avanju otpadnih voda. U ova-

kvoj sredini joni te{kih metala, sna`ni inhibitori enzimske aktivnosti, zna~ajno

smanjuju prinos procesa. U ovom radu ispitana je mogu}nost primene imo-

bilizacije radi za{tite enzima od inhibitornog uticaja te{kih metala. Imobilizacija

je skup tehnika kojima se ograni~ava kretanje enzima uz o~uvanje njegove akti-

vnosti. Peroksidaza korena cvekle izolovana je homogenizacijom i amonijum-

-sulfatnim talo`enjem. Aktivnost enzima merena je standardnim ABTS esejom i u

dijalizatu iznosi (10.9±0.6) U/mL. Uticaj te{kih metala na aktivnost enzima ispi-

tan je nakon dvanaesto~asovne inkubacije enzima sa solima srebra(I), olova(II) i

gvo`|a(III). Najbolji inhibitorni efekat pokazalo je srebro(I), dok su olovo(II) i

gvo`|e(III) sli~ne inhibitorne mo}i. IC50 vrednosti za navedene metale iznose

(16.8±0.7), (20.5±0.9) i (20.5±0.9) mmol/L, redom. Imobilizacija je izvedena

inkapsulacijom enzima kalcijum-alginatom. IC50 vrednosti za inkapsuliran enzim

iznose (20.8±0.9), (27±1) i (32±2) mmol/L za inhibiciju srebrom(I), olovom(II) i

gvo`|em(III), redom. Za sve sisteme je zajedni~ko da je IC50 vrednost pove}ana.

Alginatna kapsula pru`a za{titu od te{kih metala, te se preporu~uje dalje

ispitivanje u cilju optimizacije osobina kapsule za uslove industrijske primene.

Uvod

Delimi~no redukovani oblici kiseonika osnovni su toksi~ni meta-
boli~ki produkti `ivih organizama. Ovakve supstance, me|u kojima je
vodonik-peroksid, veoma su reaktivne i brzo stupaju u reakcije slobodno-
radikalskog mehanizma. Tada dolazi do o{te}enja biomolekula, {to mo`e
uzrokovati prevremenu smrt }elije, promene u me|u}elijskoj te~nosti i
nastanak razli~itih bolesti. Ove pojave su bitni faktori koji uti~u na sta-
renje i smrt organizma (Harman 1991). Naj~e{}i molekuli sa delimi~no
redukovanim atomom kiseonika u `ivim sistemima su superoksidni (O2–) i
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peroksidni (O2
2–) jon, hidroksil-radikal ( �OH) i vodonik-peroksid (H2O2)

(Tzika et al. 2001).
Poznato je {esnaest enzima zadu`enih za redukciju vodonik-peroksida

koji ~ine grupu peroksidaza (EC 1.11.1.X). Naj~e{}i predstavnici peroksi-
daza su katalaza – CAT (EC 1.11.1.6), peroksidaza – POD (EC 1.11.1.7) i
glutation-peroksidaza – GSH-Px (EC 1.11.1.9). POD je katjon-zavisan protein,
~iji se mehanizam dejstva zasniva na cikli~noj redukciji gvo`|e(III)-jona
pogodnim supstratom i oksidaciji nastalog gvo`|e(II)-jona vodonik-
peroksidom (Kadnikova i Kosti} 2002). Reakcija vodonik-peroksida
katalizovana peroksidazom sa 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska
kiselinom) – ABTS kao oksiduju}im supstratom prikazana je jedna~inom:

Peroksidaza (POD) je najvi{e zastupljena u renu (Armoracia rusti-

cana L.). Kako primena ovog enzima raste, ispituje se njegov sadr`aj u
drugim biljnim vrstama sli~ne morfologije korena (ren, rotkva, repa, per-
{un). Izme|u ostalog, u korenu cvekle (Beta vulgaris L.) je detektovan
zna~ajan sadr`aj ovog enzima (Rudrappa et al. 2005).

Osim {to imaju zna~ajnu ulogu u za{titi i razvojnim procesima orga-
nizama, peroksidaze su na{le primenu u razli~itim granama privrede. Naj-
zna~ajnija industrijska upotreba POD je pre~i{}avanje otpadnih voda od
peroksida, fenola, indola, amina, alkohola, formaldehida itd. (Tzika et al.
2008). Pored toga, koristi se u analiti~ke svrhe, u klini~koj dijagnostici i
prehrambenoj industriji: radi otkanjanja peroksida iz hrane i njenog kon-
zervisanja (Rudrappa et al. 2005).

Primenu peroksidaze u industriji zna~ajno ometaju inhibitori enzim-
ske aktivnosti. Jedni od naj~e{}e prisutnih inhibitora u otpadnim vodama
jesu te{ki metali (Güngör 2008). Oni u malim koncentracijama inhibiraju
enzim, {to rezultuje smanjenjem brzine reakcije i prinosa procesa. (Mac-
Farlane 2001).

Imobilizacija je skup tehnika kojima se, ma kojim mehanizmom,
posti`e ograni~enje kretanja enzima, pri ~emu enzimska aktivnost ostaje
o~uvana. Jedna od metoda imobilizacije je inkapsulacija enzima. Odgova-
raju}im pode{avanjem uslova oko molekula enzima se formira selektivno
propustljiva polimerna kapsula. Kretanje enzima se ograni~ava i rukovanje
njime olak{ava. Imobilizovan enzim se jednostavno odstranjuje iz sistema
i ponovo upotrebljava (Nahakpam et al. 2008).
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Kroz gel kapsule, zajedno sa molekulima supstrata lako difunduju
joni te{kih metala, ~estice sli~nih ili manjih dimenzija (Kadnikova i Kosti}
2002). Me|utim, s obzirom na suprotno naelektrisanje gela i jona metala
mo`e se pretpostaviti da bi se jedan deo tih jona zadr`ao na gelu. Jedno-
valentni katjoni bi relativno lako difundovali do enzima i inhibirali nje-
govu aktivnost. Dvo- i trovalentni joni bi se sna`nije i ve}im brojem veza
vezivali za negativno naelektrisanu alginatnu mre`u, kao {to to ~ine joni
kalcijuma(II). Tako bi inhibitorni uticaj ovih jona na enzimsku aktivnost
mogao biti smanjen.

U skladu sa tim, ima smisla pretpostaviti da bi, u slu~aju peroksi-
daze, imobilizacija mogla da olak{a njenu upotrebu za pre~i{}avanje otpa-
dnih voda sa rastvorenim solima te{kih metala.

U ovom radu je ispitan uticaj prirode (veli~ine i naelektrisanja) i ko-
ncentracije jona te{kih metala na aktivnost neimobilizovane i kalcijum-
-alginatom imobilizovane peroksidaze cvekle. Na osnovu rezultata, moglo
bi se utvrditi mo`e li se, i eventualno u kojim slu~ajevima, imobilizacija
koristiti za za{titu enzima od inhibitornog uticaja te{kih metala u cilju ola-
k{avanja njegove primene pri pre~i{}avanju otpadnih voda.

Materijal i metode

Peroksidaza je ekstrahovana iz korena crvene cvekle. Droga je homo-
genizovana u prisustvu fosfatnog pufera i polivinilpirolidona, a enzim izo-
lovan talo`enjem amonijum-sulfatom zasi}enja 80%, centrifugiranjem i
dijalizom naspram ~esmenske vode. Enzim je inkubiran me{anjem
odgovaraju}ih zapremina acetatnog pufera, rastvora nitrata te{kih metala i
sto puta razbla`enog rastvora enzima. Rastvor za esej pripremljen me-
{anjem inkubiranog enzima sa rasvorima ABTS i vodonik-peroksida.
Merena je apsorbanca rastvora svakih deset sekundi tokom dva minuta i
izra~unate enzimske aktivnosti izra`ene u internacionalnim jedinicama.
Jedna jedinica definisana je kao koli~ina enzima koja transformi{e 1 µmol
supstrata po minuti na 25°C pri gore navedenim uslovima. Slepa proba je
pripremljena istim postupkom, samo {to je umesto rastvora enzima
dodavan pufer. Na osnovu dobijenih podataka izra~unata je IC50 vrednost
za svaki te{ki metal pojedina~no. POD je imobilizovana ukapavanjem
sme{e ekstrakta enzima i natrijum-alginata u rastvor kalcijum-hlorida.
Eseji imobilizovanog enzima su identi~ni esejima neimobilizovanog, osim
{to je umesto razbla`enog rastvora enzima kori{}ena odgovaraju}a masa
imobilizata. Masena koncentracija proteina u svim uzorcima odre|ena je
Bredfordovom metodom sa Coomasie Brilliant Blue G-250 kao bojom i
albuminom gove|eg seruma kao standardom. Sve broj~ane vrednosti i
potrebne formule date su u daljem tekstu u ovkiru ovog odeljka.
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Ekstrakcija peroksidaze. Peroksidaza je ekstrahovana iz korena cr-
vene cvekle (Beta vulgaris subsp. vulgaris, convar vulgaris, var. vulgaris).
Biljke starosti ~etiri meseca gajene bez tretiranja pesticidnim agensima,
izva|ene su i nakon odstranjivanja nadzemnog dela ~uvane su pet dana na
temperaturi 4°C. Neolju{ten, opran i grubo ise~en koren cvekle mase 180
g potopljen je u 800 mL fosfatnog pufera (pH 7) koncentracije 50 mmol/L
u kom je rastvoren polivinilpirolidon – PVP (maseni udeo 2%). Koren
cvekle je homogenizovan u blenderu maksimalnom brzinom {est puta po
15 s uzastopno. Dobijeni homogenat proce|en je kroz dvosloj gaze i
nakon sat vremena inkubacije na 4°C centrifugiran tokom 90 minuta
(centrifugalno ubrzanje 1600 g, HARRIER 15/80). Talog je odstranjen i
deo supernatanta uzorkovan radi ispitivanja sirovog ekstrakta. U te~nu
fazu ravnomerno je, tokom trideset minuta, dodavan fino usitnjen
amonijum-sulfat do 40% zasi}enja uz stalno me{anje i nakon jednog sata
rastvor centrifugiran tokom 40 minuta (1600 g). Talog je odba~en i
supernatant inkubiran sat vremena na 4°C. Nova koli~ina amonijum-
-sulfata dodata je do 80% zasi}enja i sme{a me{ana jedan sat na mag-
netnoj me{alici. Talog dobijen centrifugiranjem tokom 40 minuta (1900 g)
rastvoren je u minimalnoj zapremini acetatnog pufera (pH 5) koncentracije
50 mmol/L i dijalizovan preko no}i na 4°C (Vuj~i} 2002).

Eseji neimobilizovanog enzima. Rastvori enzima za inkubaciju zap-
remine 2.000 mL (preciznost reda mikrolitra, automatska pipeta EPPEN-
DORF) pripremljeni su me{anjem odgovaraju}ih zapremina acetetnog
pufera (pH 5, koncentracija 0.050 mol/L), rastvora nitrata te{kih metala
(koncentracija 0.400 mol/L) i 0.250 mL 100 puta razbla`enog rastvora
enzima. Inkubacija je trajala dvanaest ~asova na temperaturi 4°C. Radi
odre|ivanja aktivnosti peroksidaze dodato je 0.100 mL rastvora ABTS
(koncentracija 10.0 mmol/L) i 0.100 mL rastvora vodonik-peroksida
(koncentracija 0.033 mol/L) u 0.800 mL inkubiranog rastvora. Merena je
apsorbanca rastvora na 419 nm (spektrofotometar, ISKRA), svakih deset
sekundi tokom dva minuta. Izra~unate su enzimske aktivnosti izra`ene u
internacionalnim jedinicama (formula data dalje u tekstu). Boja poti~e od
nastalog zelenog oksidovanog oblika ABTS. Jedna jedinica (U) definisana
je kao koli~ina enzima koja transformi{e 1 µmol supstrata po minuti na
25°C pri gore navedenim uslovima (Vuj~i} 2002). Slepa proba je
pripremnjena istim postupkom, samo {to je umesto rastvora enzima do-
davan pufer.

Ispitana je aktivnost POD cvekle u prisustvu slede}ih jona te{kih
metala: Ag+, Pb2+ i Fe3+. Te{ki metali u rastvorima za enzimski esej su se
nalazili u sedam koncentracija: 0, 3, 6, 8, 13, 20 i 30 mmol/L. Izra~unata
je IC50 vrednost, koja predstavlja koncentraciju te{kog metala koja
smanjuje aktivnost enzima na jednu polovinu maksimalne. Za izra~una-
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vanje je kori{}en zakon opadaju}e eksponencijalne zavisnosti aktivnosti
enzima od koncentracije inhibitora:

c c k
1 2 0/

exp( )� � � � IC 50 ,

gde je c1 2/ polovina maksimalne koncentracije enzimske aktivnosti, c 0

maksimalna koncentracija enzimske aktivnosti (bez prisustva te{kih
metala), a k konstanta karakteristi~na za dati reakcioni sistem odre|ena
pomo}u krive zavisosti (Güngör 2008).

Sva ispitivanja ra|ena su spektrofotometrijski (CECIL CE2021) u
klimatizovanoj prostoriji na 25°C nakon jedno~asovnog stajanja svih ra-
stvora na navedenoj temperaturi.

Odre|ivanje masene koncentracije proteina. Odre|ena je masena
koncentracija proteina u ekstraktu Bredfordovom metodom. Kao boja u
reagensu kori{}en je Coomasie Brilliant Blue – CBB G-250. Standardnu
seriju ~ine rastvori albumina gove|eg seruma – BSA (boven serum
albumine). Apsorbanca rastvora je merena na 595 nm nakon dodavanja
0.100 cm3 rastvora analize/standarda u 5.00 mL reagensa.

Imobilizacija peroksidaze. Pripremljen je 1.000 mL rastvora za
imobilizaciju me{anjem 0.500 mL sto puta razbla`enog ekstrakta enzima i
iste zapremine rastvora natrijum-alginata masenog udela 4%. Potom je
ovaj rastvor insulinskim {pricem ukapavan u 15 mL rastvora kalcijum-
-hlorida koncentracije 1 mol/L brzinom 0.2 kapi po sekundi uz me{anje
mehani~kom me{alicom. Time su dobijene polimerne kapsule sa
imobilizovanim enzimom. Sme{a je ostavljena dvanaest ~asova na tempe-
raturi 4°C. Potom je rastvor odliven i kapsule dva puta isprane acetatnim
puferom (pH 5) koncentracije 50 mmol/L i ostavljene u minimalnoj
zapremini istog pufera na temperaturi 4°C. Rastvor kalcijum-hlorida i
ispirci puferom sa~uvani su radi odre|ivanja masene koncentracije
proteina i prinosa imobilizacije. Ceo postupak imobilizacije izveden je {est
puta u odvojenim sudovima, a imobilizati sjedinjeni. Tako dobijene
kapsule ~uvane su na 4°C i kori{}ene za eseje imobilizovanog enzima.

Eseji imobilizovanog enzima. Eseji imobilizovanog enzima su iden-
ti~ni esejima neimobilizovanog, osim {to je umesto 0.100 mL razbla`enog
rastvora enzima kori{}ena odgovaraju}a masa imobilizata (0.091 g).

Rezultati i diskusija

Ekstrakcija peroksidaze

Nakon blendiranja u fosfatnom puferu i filtriranja kroz gazu dobijen
je homogenat. Rastvor je veoma viskozan, svetlo ljubi~ast i sadr`i znatnu
masu vlaknastih balastnih supstanci. Centrifugiranjem su ove supstance ot-
klonjene a antocijanski pigmenti zadr`ani, tako da je rastvor postao
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tamniji, bistriji i manje viskozan. Primarnim talo`enjem amonijum-sulfa-
tom otklonjeni su nepo`eljni proteini i njihovi derivati. Sekundarnim talo-
`enjem u talog je pre{la proteinska frakcija koja sadr`i peroksidazu,
izvesnu koli~inu sli~nih enzima i ve}inu antocijana. Supernatant je odliven
i talog rastvoren u minimalnoj zapremini acetatnog pufera. Potom je osta-
vljen da dijalizuje preko no}i naspram ~esmenske vode. Ve}i molekuli an-
tocijana su ostali koncentrovani u dijalizatu, tako da je on tamno mrk i
gotovo neprovidan. Kona~na zapremina dijalizovanog ekstrakta iznosila je
18 mL.

Eseji neimobilizovanog enzima

Standardnim ABTS enzimskim esejom odre|ena je aktivnost POD
sirovog ekstrakta, POD dijalizata i POD inkubirane sa te{kim metalima. U
svim esejima kori{}eni su sto puta razbla`eni ekstrakti.

Aktivnost enzima u sirovom ekstraktu data je u tabeli 1. U istoj ta-
beli uo~ava se da masena koncentracija proteina ima visoku vrednost, a
uticaj te{kih metala u ovom stadijumu nije ispitivan.

Masa proteina i njihova aktivnost u dijalizatu prikazani su u tabeli 1.
Pove}anje aktivnosti posledica je dve pojave. Prva je otklanjanje supstanci
koje mogu da ometaju aktivnost enzima, a druga smanjenje viskoznosti
koje omogu}ava ve}u brzinu reakcije. Antocijani koji se nalaze u homoge-
natu i dijalizatu ne ometaju merenje enzimske aktivnosti i pored koagula-
cije u golim okom vidljive ~estice u ekstraktu. Stostrukim razbla`ivanjem
ekstrakta ove ~estice se rastvaraju.

Uticaj te{kih metala na peroksidazu prikazan je na slici 1.
Uo~ljivo je da joni srebra(I) najbolje inhibiraju enzim. IC50 vrednost

izra~unata na osnovu podataka dobijenih iz krive na slici 1. iznosi (16.8±
±0.7) mmol/L. Neposredno po dodatku rastvora srebro-nitrata u rastvor
enzima i pufera nije do{lo do uo~ljivih promena. Me|utim, u toku inku-
bacije se kod koncentracija preko 15 mmol/L pojavila mala koli~ina
`u}kastog taloga koja je otklonjena centrifugiranjem u minifugi (3500 g,
EPPENDORF). Pretpostavljen mehanizam inhibicije jeste da se peroksi-
daza delom denaturi{e reakcijom jona srebra(I) sa slobodnim karboksilnim
grupama enzima, i da potom dolazi do koagulacije denaturisanog proteina.
Bledo `uta boja verovatno poti~e od zaostalih fosfata adsorbovanih na
enzimsku povr{inu, koji sa srebrom(I) grade `uto zamu}enje.

Olovo(II) i gvo`|e(III) pokazali su veliku podudarnost u inhibiranju
aktivnosti peroksidaze. IC50 vrednost za gvo`|e(III) iznosi (19.2±0.8)
mmol/L, a za olovo(II) (20.5±0.9) mmol/L. Razlika je u nivou gre{ke me-
renja, tako da se mo`e smatrati da ova dva metala imaju jednaku potenciju
inhibicije peroksidaze. Pored toga, pretpostavljeni su razli~iti mehanizmi
inhibicije. Kod gvo`|a(III), pri me{anju enzima sa rastvorom metala do-
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lazi do pomeranja boje rastvora iz narand`aste u crvenu. To je verovatno
posledica dejstva ligandnog polja atoma azota aminokiselina enzima koji
koordini{u vi{ak gvo`|a(III). Kao rezultat ovog vezivanja dolazi do
promene oblika proteina i smanjenja aktivnosti. Pretpostavlja se da kod
olova(II) dolazi i do kompeticije sa jonom gvo|`a(III) u porfirinskom pr-
stenu hema. Pri dodatku ovog metala nije do{lo do vizuelno uo~ljivih
promena u rastvoru, tako da je potrebno dodatno ispitivanje kako bi se iz-
veo pouzdaniji zaklju~ak o mehanizmu inhibicije.

Imobilizacija peroksidaze

Ukupna masa imobilizata iznosi 2.72 g, a ukupan broj kapsula 240.
Kapsule su mrke usled prisustva antocijana, tako da su lako uo~ljive i
mogu se odlivanjem pouzdano odvojiti od rastvora. U tabeli 1 prikazane
su mase proteina u kalcijum-hloridnom rastvoru i prvom i drugom ispirku.
Merenjima mase proteina i aktivnosti enzima potvr|eno je da najve}i deo
neinkapsuliranih proteina ostaje adsorbovan na povr{inu kapsule i ispira se
tek zaki{eljavanjem puferom. Izra~unat prinos imobilizacije iznosi (90.0±
±0.8)%.

Eseji imobilizovanog enzima

Merenjem aktivnosti imobilizovane peroksidaze utvr|eno je da je naj-
ve}i deo imobilizovanog enzima ostao aktivan i nakon ovog postupka.
Rad kori{}enog spektrofotometra nije ometalo prisustvo alginatnih kapsula
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Figure 1.
Influence of iron (III),
lead (II) and silver (I)
concentration on red
beet peroxidase
activity



na dnu kivete. Time je omogu}eno kontinuirano snimanje. Za eseje je
kori{}ena jedna tridesetina (0.091 g) ukupne mase imobilizata koju ~ini u
proseku osam alginatnih kapsula.

Aktivnost imobilizovanog enzima prikazana je u tabeli 1, a prera~u-
nata na jedinicu mase imobilizata iznosi (4.2±0.3) U/g. Kada se prva na-
vedena vrednost uporedi sa neimobilizovanim enzimom i u obzir uzme
gubitak proteina usled imobilizacije, rezultat je smanjenje aktivnosti en-
zima usled inkapsulacije od pribli`no 14.8%. To je blisko o~ekivanoj vre-
dnosti za inkapsulaciju kalcijum-alginatom (Nahapkam 2008).

U tabeli 1 prikazane su osnovne karakteristike homogenata (sve`eg
ekstrakta), amonijum-sulfatnog dijalizata i imobilizata.

Zavisnost aktivnosti imobilizovane POD cvekle od koncentracije
te{kih metala (srebra(I), olova(II) i gvo`|a(III), redom) prikazana je na
slici 2.

Kod imobilizovanih enzima uo~ljiva su dva razli~ita dela grafika. Pr-
vih tri do pet ta~aka (crni kvadrati na graficima) grade plato koji linearno
pada ka x-osi, i nakon odre|ene grani~ne vrednosti koncentracije po~inje
eksponencijalni pad (beli kru`i}i na slikama). Ova pojava mo`e se tuma-
~iti zadr`avanjem jona te{kih metala na povr{ini kapsule do odre|ene
koncentracije, nakon ~ega dolazi do intenzivnijeg prodiranja jona u unu-
tra{njost kapsule i inhibicije enzima.

Nakon prelivanja kapsula rastvorom srebro-nitrata uo~ava se bela
sluz, i to u rastvorima svih ispitivanih koncentracija ve}ih od 3 mmol/L.

342 • PETNI^KE SVESKE 69 DEO II

Tabela 1. Pregled karakteristika razli~itih stepena pre~i{}enosti peroksidaze cvekle i njenog
imobilizata

koncentra-
cija
enzimske
aktivnosti
(U/mL)

enzimska
aktivnost
(U)

zapremina
(mL)

masena
koncentra-
cija
proteina
(g/L)

masa
proteina
(�g)

aktivnost
enzima po
jedinici
mase
proteina
(U/mg)

stepen
pre~i{}e-
nosti**

homogenat 0.75(4) 0.23(2) 300 0.48(3) 131(8) 1.6(2) 1

dijalizat 10.9(6) 0.20(1) 18.0 0.81(2) 16(2) 14(1) 9

imobilizat 9.3(6) 0.028(2) 3.000* 0.37(2) 2.2(2) 13.4(8) 8.4

kalcijum-hlo-
ridni rastvor

– – 900 0.129±0.(9) 116(8) – –

prvi ispirak – – 12.0 0.102(8) 1.22(7) – –

drugi ispirak – – 15.0 (1.5±0.1)
�10–3

2.2(4) – –

* ukupna zapremina ekstrakta dispergovanog u imobilizatu
** odnos aktivnosti enzima po jedinici mase proteina u uzorku i homogenatu
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Slika 2.
Zavisnost aktivnosti
imobilizovane POD cvekle od
koncentracije srebra(I) (a),
olova(II) (b) i gvo`|a(III) (c).
Delovi krive ozna~eni crnim
kvadratima (linearan pad) i belim
kru`i}ima (eksponencijalan pad)
ozna~avaju oblast koncentracija
sa zadr`avanjem jona na kapsuli,
odnosno oblast njihovog
prodiranja u kapsulu.

Figure 2.
Dependence of immobilized
peroxidase activity of silver(I)
concentration (a), lead(II)
concentration (b) and iron(III)
concentration (c). Parts of the
curve marked by black squares
(linear fall) and white dots
(exponential fall) signify
concentration zone with ion
retention on the capsule and zone
of their penetration into the
capsule, respectively.



Pored toga javlja se i svetlo mrko obojenje rastvora kod koncentracija 20 i
30 mmol/L. Pretpostavlja se da sa malobrojnim jonizovanim karboksilnim
grupama alginata srebro(I) reaguje stvaraju}i sluzavu strukturu. Mrko obo-
jenje rastvora pri vi{im koncentracijama mo`e biti uzrokovano zna-
~ajnijom promenom strukture alginatne mre`e. Tada se stvaraju pore
dovoljno velike da propuste molekule antocijana koji napu{taju kapsulu.
IC50 vrednost imobilizovanog enzima inhibiranog srebrom(I) iznosi
(20.8±0.9) mmol/L, {to je za 26% ve}e od IC50 vrednosti neimobili-
zovanog enzima.

Alginatna kapsula smanjuje sli~nost inhibicije olovom(II) i gvo-
`|em(III). Kod gvo`|a(III) uo~ava se gotovo linearna kriva, sa blagim ek-
sponencijalnim padom nakon koncentracije 8 mmol/L. Kod olova(II)
uo~ava se jasnija razlika izme|u ova dva dela. Grani~na vrednost je tako-
|e 8 mmol/L. Mo`e se zaklju~iti da se olovo(II) u ni`im koncentracijama
zadr`ava na kapsuli bolje od gvo`|a(III) i pored toga {to je manje naelek-
trisano. Ovo se mo`e tuma~iti pore|enjem polupre~nika jona gvo`|a(III)
(69 nm u niskospinskom stanju) i olova(II) (133 nm) sa pre~nikom jona
kalcijuma(II) (114 nm) koji se najbolje uklapa me|u karboksilne grupe u
porama polimerne mre`e (Nahakpam 2008). Pored toga, deo olova(II) se
zadr`ava na povr{ini usled gra|enja olovo(II)-hlorida sa zaostalim hlo-
ridnim jonima na kapsulama. Tvrdnja da kapsula bolje {titi od olova(II)
ogleda se i u IC50 vrednosti: za olovo(II) iznosi (31±2) mmol/L (relativno
pove}anje 43% u odnosu na neinkapsuliran enzim), a za gvo`|e(III) (27±
±1) mmol/L (relativno pove}anje 39%). Pore|enje sa za{titom od srebra(I)
potvr|uje da su oligovalentni joni bolje zadr`ani od monovalentnih usled
stvaranja vi{e veza sa alginatom.

Zaklju~ak

Peroksidaza je izolovana iz korena cvekle homogenizacijom i amo-
nijum-sulfatnim talo`enjem. Karakteristi~no za ekstrakt je mrko obojenje
koje poti~e od zaostalih antocijana i preporu~uje se optimizacija postupka
ekstrakcije u cilju njihovog otklanjanja.

Te{ki metali inhibiraju enzim, pri ~emu IC50 vrednosti iznose (16.8±
± 0.7) mmol/L za srebro(I), (19.2±0.8) mmol/L za gvo`|e(III) i (20.5±0.9)
mmol/L za olovo(II). Dakle, srebro(I) je bolji inhibitor od olova(II) i
gvo`|a(III), koji su sli~ne inhibitorske mo}i. Imobilizacija kalcijum-algi-
natom inkapsulira enzim sa malim gubitkom aktivnosti. IC50 vrednosti
imobilizovanog enzima su ve}e od onih za neimobilizovan i iznose
(20.8±0.9), (27±1)1 i (31±2) mmol/L za srebro (I), gvo`|e(III) i olovo(II),
redom. Rezultati pokazuju da kapsula dobro zadr`ava jone te{kih metala u
malim koncentracijama (do 8 mmol/L za Pb2+ i Fe3+ i 5 mmol/L za Ag+) i
da je za oligovalentne katjone slabije propusna nego za monovalentne.

344 • PETNI^KE SVESKE 69 DEO II



Verovatno je da ovaj efekat zavisi od naelektrisanja, pre~nika i hemijskih
osobina jona.

Zajedni~ko za sve sisteme jeste da kapsula pru`a za{titu od te{kih
metala i preporu~uje se dalje istra`ivanje u cilju optimizacije osobina ka-
psule za primenu u industrijskim uslovima.
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Igor Asanovi}

Red Beet (Beta vulgaris L.) Peroxidase Encapsulation as
Model of Enzyme Protection from Inhibitory Effect of Heavy
Metals

A Group of enzymes (EC 1.11.1.X) including peroxidase (EC
1.11.1.7) detoxifies living organisms catalyzing hydrogen-peroxide degra-
dation. Nevertheless, it is being applied in industrial conditions, for exam-
ple in waste water purification. In this medium are frequent ions of heavy
metals, which are strong enzyme activity inhibitors. Immobilization is a
technique which limits enzyme movement and facilitates operating with
the same, but not destroying its activity. In this project, the possibility of
using immobilization in order to protect enzyme from inhibitory effect of
heavy metals was the purpose of research. Red beet peroxidase has been
isolated by homogenization and ammonium-sulphate purification. Enzyme
activity has been measured by standard ABTS enzyme assay, and is
(10.9±0.6) U/mL in dialysate. Influence of heavy metals has been deter-
mined after twelve hours incubation with silver(I), lead(II) and iron(III)
salts. Silver(I) shows the best inhibitory effect, while lead(II) and iron(III)
have similar peroxidase inhibitory potential. IC50 values, for these three
metals respectively, are (16.8±0.7) mmol/L, (20.5±0.9) mmol/L i
(20.5±0.9) mmol/L. Immobilization has been performed by cal-
cium-alginate encapsulation. Afther that, influence of heavy metals on im-
mobilized enzyme has been determined. IC50 values for encapsulated
enzyme are (20.8±0.9), (27±1) and (32±2) mmol/L for inhibition by sil-
ver(I), lead(II) and iron(III) respectively. It is common for all systems that
IC50 values increase due to immobilization process and that alginate cap-
sule provides effective protection from inhibitory effect of heavy metals,
so further research to optimize capsule characteristics for use in industrial
conditions is highly recommended.
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