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AKTIVNOST ENZIMA KATALAZE I SADRZAJ ORGANSKIH
KISELINA KOD HAJDUCKE TRAVE (Achillea millefolium) SA
SANIRANE DEPONIJE ,,ZITKOVAC“ RUDARSKO METALURSKO
HEMIJSKOG KOMBINATA ,,TREPCA*
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Izvod: U ovom komparativnom istrazivanju odredeni su aktivnost enzima katalaze i
ukupan sadrzaj organskih kiselina u podzemnim i nadzemnim delovima lekovite biljke
hajducka trava (Achillea millefolium) sa sanirane deponije ,,Zitkovac* Rudarsko Metalursko
Hemijskog Kombinata ,,Trepca“ i nezagadenog podrucja okoline Nisa. Aktivnost katalaze je
izmerena koriS¢enjem gasometrijske metode i izrazena u ml kiseonika. Sadrzaj organskih
kiselina u biljnom materijalu odreden je modifikovanom metodom titracije u prisustvu
indikatora. Uveéanje aktivnosti enzima katalaze kod uzoraka na deponiji u poredenju sa
nezagadenim staniStem je rezultat stresa uzrokovan hemijskim promenama u zemljistu i
predstavlja metabolicki vid razgradnje Stetnih jedinjenja, odnosno detoksikacije, koja spada
u kvalitetne mehanizme sticanja otpornosti, kao odgovor na izmenjene uslove u Zivotnoj
sredini. Povec¢an sadrzaj organskih kiselina u uzorcima sa deponije je efikasan mehanizam,
koji smanjuje unos teskih metala u biljku vezujuéi se za njih u komplekse i omogucéava rast
biljke pri visokom nivou kontaminacije.

Kljuéne reéi: Achillea millefolium, Trepéa, deponija, katalaza, organske kiseline

Uvod

U relativno bliskoj proslosti kao regiju izrazito narusenih ekoloskih prilika mnogi
autori su isticali kosovsko-metohijski basen obelezen kompleksnim uticajima zagadenja
metalurSkog giganta “Trepca”. Rudarsko Metalursko Hemijski Kombinat ,,Trepca” na
severu Kosova sa svim postoje¢im ¢iniocima opterecenja i naruSavanja zivotne sredine
bio je istrazivan od strane veceg broja nauc¢nika (Trajkovi¢, 1995; Trajkovic et al., 1998;
Milentijevi¢ et al., 2016) koji su ga prikazali kao izrazitog zagadivaca zivotne sredine.

Milentijevi¢ 1 sar. (2016) su proucavali uticaj pet jaloviSta, odnosno deponija na
zivotnu sredinu na severu Kosova i Metohije. Prema njihovim rezultatima sanirana
deponija "Zitkovac" je najproblemati¢nija u smislu uticaja na Zivotnu sredinu. To je
razlog zasto smo odabrali ovu oblast za naSe istrazivanje.

Biljke koje rastu u kontaminiranim podruc¢jima imaju kapacitete za adaptaciju na
ekstremnim uslovima okoline kroz promene u fiziologiji, anatomiji i morfologiji.
Biohemijsko-fizioloSke promene javljaju se pre pojave morfoloskih i prvi su indikatori
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prisustva toksina u zivotnoj sredini. Ogledaju se u povecanju koncentracije odredenih
biohemijskih parametara, npr. enzima, nekih amino-kiselina, organskih kiselina i dr.
Proucavanje ovih mehanizama prilagodavanja bi omogudila adekvatnu procenu vrsta
koje potencijalno mogu da se koriste za bioremedijaciju.

U ovom radu ispitivane su fizioloSko-biohemijske promene kod biljke Achillea
millefolium poredenjem sadrzaja enzima katalaze i organskih kiselina sa deponije
RMHK “Trepca” i sa nezagadenog podrucja iz okoline Nisa.

Materijal i metode rada

Biljni materijal je sakupljen u jesen (27. Septembar 2016) sa deponije ,,Zitkovac*
RMHK ,, Trepéa®. Kontrolni uzorci su sakupljeni u istom periodu sa nezagadenog podru¢ja u
okolini Ni$a. Uzorci biljaka su ¢uvani u zamrzivacu do analize. Uzorak analizirane biljke je
deponovan u herbarijumu Prirodno-matematickog fakuleta, Univerziteta u Nisu (HMN) -
vaucer broj 12514. Kao materijal koriS¢eni su nadzemni i podzemni delovi biljke.

Aktivnost enzima katalaze odredena je gasometrijskom metodom (Momega, 1982.).
Ova metoda se zasniva na odredivanju koli¢ine oslobodenog kiseonika posle delovanja
H,0, koji je dodavan biljnom ekstraktu koji sadrzi katalazu. Najpre je odmereno 0,5-1g
biljnog materijala. Zatim je material ekstrahovan u avanu sa 0,5g CaCO; da bi se
postigla pH=7,7 koja je optimalna za dejstvo enzima i 20 ml destilovane vode koja je
dodavana postepeno. Nakon toga je ekstrakt preneSen u erlenmajer sa boénim odvodom
i pomocu aparature odmerena aktivnost enzima katalaze. Erlenmajer je zapusen
zapusatem kroz koji je probodena igla sa $pricem. Spric sadrzi Sml 3% H,0,. Na
pocetku ogleda u erlenmajer je ubrizgan H,0,. Sadrzaj je jedan minut muckan, pa je
saCekano jedan minut, a zatim je opet jedan minut muckan. Nakon ovog vremena od tri
minuta na skali birete je ocitana koli¢ina oslobodenog kiseonika. Svaka analiza
ponavljana je tri puta i izracunata je srednja vrednost. Rezultati su predstavljeni graficki.
Aktivnost enzima katalaze je izrazena u cm’/1g (ml O,/g sveZeg biljnog materijala).

Organske kiseline u biljnom materijalu odredene su modifikovanom metodom titracije u
prisustvu indikatora (ITnemkos, 1985). Organske kiseline ekstrahovane su iz biljnog materijala
zagrevanjem sa vodom na temperaturi od 75°C, 60 minuta u vodenom kupatilu. 10gr biljnog
materijala ekstrahovano je u avanu sa 100ml destilovane vode. Ekstrakt je bez gubitka prenet u
erlenmajer od 100ml i ostavljen u vodeno kupatilo na tempetaturi 75°C, 60 minuta. Nakon
toga, erlenmajer je brzo ohladen teku¢om vodom. Sadrzaj je filtriran u normalni sud od 100ml
koji je potom dopunjen destilovanom vodom do crte. 50ml filtrata preneto je u ¢asu i vrSena je
titracija 0,1N NaOH uz pomo¢ pH-metra dok se vrednost na pH-metru nije izjednacila sa
brojkom 8.5, zbog toga Sto organske kiseline spadaju u slabe kiseline, za razliku od jakih
kiselina koje se titruju do neutralne sredine (pH=7). Opsta kiselost izracunavana je formulom:

x= [(c(NaOH)*V(NaOH)) * (100/50)] / 10, gde je:

x - koli¢ina kiselina u ispitivanom rastvoru izrazena u mekV/1gr sveze tezine,
¢(NaOH) — koncentracija rastvora NaOH (mol/dm?),

V(NaOH) — zapremina standardnog rastvora NaOH utroSenog za titraciju (ml),
100 - opsta zapremina ekstrakta (ml),

50 - kolic¢ina filtrata upotrebljenog za titraciju,

10 - kolic¢ina biljnog materijala upotrebljenog za ekstrakciju (gr).
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Rezultati istraZivanja i diskusija

Zagadiva¢i mogu delovati na enzime izrazito inhibitorno i to neposredno ili
posredno preko fizioloskih biohemijskih procesa, i u smislu aktivacije enzima koji ¢e
katalizovati njihovu razgradnju. Enzim katalaza kao odgovor na prisustvo zagadivaca
uklanja slobodne radikale povecane u stresnim uslovima.

Supstrat na koj deluju ovi enzimi je vodonik-peroksid, na Sta ukazuje i podatak da
njihovo prisustvo u medijumu podstic¢e i povecanje aktivnosti ovih enzima — supstratna
indukcija (Jablanovi¢ et al., 1985; Trajkovi¢, 1995; Trajkovi¢ i Ili¢, 2004).
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Graf. 1. Aktivnost enzima katalaze (ml O,/g svezeg biljnog materijala) u podzemnim i
nadzemnim delovima vrste Achillea millefolium
Graph. 1. Activity of enzyme catalase (ml Oy/g of fresh plant material) in underground
and above-ground plant parts of the species Achillea millefolium

Vodonik-peroksid nastaje u toku razlicitih procesa metabolizma kao redukovani
oblik kiseonika i moze izazvati niz metabolickih promena u biljnim tkivima. Zbog
velike toksi¢nosti za zive ¢elije neophodno je njegovo uklanjanje ili degradacija. 1z tog
razloga, on se razara aktivno$¢u enzima katalaze do produkata koji nisu opasni za
biljke: 2H,0, — 2H,0 + O,.

Aktivnost enzima katalaze je izmerena u podzemnim i nadzemnim biljnim
delovima sa deponije i nezagadenog podrucja, koje je predstavljalo kontrolnu grupu
uzoraka. Rezultati, koji su dati na Grafikonu 1, pokazuju da je aktivnost katalaze
povecana u podzemnim i nadzemnim delovima eksperimentalnih uzoraka sa deponije, u
poredenju sa kontrolnim uzorcima sa nezagadenih stanista. Ovi nalazi su u saglasnosti
sa ¢injenicom da zemljiste, na kome je deponovana jalovina, moze da bude veliki izvor
zagadenja, koji je uzrokovan hemijskim promenama u sastavu supstrata.
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Organske kiseline su sekundarni metaboliti, proizvedeni degradacijom ugljenih
hidrata, masti i proteina i uglavnom ukljucuju oksalnu, mravlju, limunsku, fumarnu,
jabucnu, ¢ilibarnu, siréetnu i fosfornu kiselinu kao i mnoge druge koji nastanu u
manjem iznosu (Rivasseau et al., 2006.).

Biohemijska funkcija organskih kiselina zavisi od razli€itih ekoloskih uslova. Oni su
donori protona u nekim reakcijama oksido-redukcije, na primer preobrazaj jabucne u
oksalatnu kiselinu. Neke ranije studije su pokazale da sadrzaj organskih kiselina u biljkama
zavisi od disanja, transpiracije kao i razli¢itih biohemijskih procesa u biljkama (Gasi¢, 1992).

Uzorci hajducke trave sa deponije imaju veéi sadrzaj organskih kiselina u
podzemnim i u nadzemnim delovima u odnosu na kontrolne uzorke (Grafikon 2), $to je
u skladu sa rezultatima do kojih su dosli Trajkovi¢ i sar. (2007.). Ova biljna vrsta
pripada grupi biljaka otpornih na zagadenje teSkim metalima i ubrzava sintezu
organskih kiselina koje vezuju teSke metale i stvaraju helatne komplekse, koji nisu
toksi¢ni za biljku (Trajkovi¢, 1995.).
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Graf. 2. Sadrzaj organskih kiselina (mekv/g svezeg biljnog materijala) u podzemnim i
nadzemnim delovima vrste Achillea millefolium
Graph. 2. Content of organic acids (mekv/g of fresh plant material) in underground and
above-ground plant parts of the species Achillea millefolium

Zakljucak
Uvecana aktivnost katalaze kod hajducke trave predstavlja metabolicki vid

detoksikacije, koji spada u kvalitetne mehanizme sticanja otpornosti, a $to je uzrok
zagadene sredine u kojoj se biljka nalazi.
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Povec¢an sadrzaj organskih kiselina u nadzemnim i podzemnim organima ispitanih
uzoraka biljke zavisi od anatomsko-morfoloskih osobina kao i hemijskog sastava vrste,
§to je geneticki predodredeno. Takode zavisi i od koncentracije i vrste zagadujucih
materija, kao i od duzine vegetiranja biljke u zagadenoj sredini. Koren ima zastitnu
ulogu, a povecéan sadrzaj organskih kiselina u njemu vezuje teSke metale u komplekse
koji nisu toksi¢ni za biljke.

Napomena

Istrazivanja u ovom radu deo su projekta OI 171025, koji finansira Ministarstvo
prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja. Za saradnju i usmeravanje pri izboru metoda za
ovaj rad dugujemo zahvalnost prof. dr Radmili Trajkovié, redovnom profesoru Prirodno
matematickog fakulteta u Pristini sa privremnim sedi$tem u Kosovskoj Mitrovici.
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ACTIVITY OF ENZYME CATALASE AND CONTENT OF ORGANIC
ACIDS IN MILFOIL (Achillea millefolium) ON TAILING POND
LZITKOVAC*“ OF MINING AND METALLURGICAL CHEMICAL
COMPANY ,,TREPCA“

Mirjana Smilji¢', Tatjana Jaksi¢', Nebojsa Zivi¢', Olivera Papovic',
Predrag Vasid, Marija Markovié®, Vesna Stankov-Jovanovié’, Marija 11i&,
Slavisa Stamenkovié®

Abstract

In this comparative study, the activity of enzyme catalase and total content of
organic acids were determined in undergroung and above-ground plant parts of
medicinal plant Achillea millefolium from tailing pond “Zitkovac” of Mining and
Metallurgical Chemical Company ,,Trepca* and from uncontaminated area near city of
Nis. Catalase activity was measured using the gasometric method and the values
obtained for this activity were expressed as ml of O,. The content of organic acids in the
plant material was detrmined by modified titration method in the presence of indicator.
An increased catalase activity on tailing pond, in comparison with uncontaminated
habitat, is a result of stress that is caused by chemical changes in the soil on tailing pond
representing good metabolic ways of detoxification, which belongs to the mechanisms
of defence and acquiring resistance. An increased content of organic acids in samples on
tailing pond is an efficient mechanism reducing the heavy metal uptake, binding them to
complexes and allowing the plant growth at high level of contamination.

Key words: Achillea millefolium, “Trepca“, tailing pond, catalase, organic acids
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