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Фракцію стромальних білків хлоропластів, ізольованих із листків Spinacia
oleracea, отримано шляхом осмотичного руйнування цілих хлоропластів,
відмитих від компонентів цитозолю. Методом інфрачервоного СО2-аналізу
досліджено вплив іонів кадмію на активність стромальних карбоангідраз
(КА). Напівмаксимальне інгібування дегідратазної активності КА спос-
терігали при добавлянні до реакційного середовища 35 мкМ СdCl2, при до-
бавлянні 80 мкМ ферментативна активність становила 15 % контрольного
значення. КА активність у ПААГ після неденатурувального електрофорезу
візуалізували за зміною забарвлення індикатора бромтимолового синього в
місцях локалізації КА. Виявлено чотири білкові смуги з різною рухливістю
й різним рівнем КА активності. Число смуг із КА активністю та інтен-
сивність їх забарвлення зменшились після попередньої обробки стромальних
білків СdCl2 різної концентрації. Найчутливішою до дії Сd2+ виявилася
низькомолекулярна форма КА, активність якої повністю пригнічувалась у
зразках, оброблених 80 мкМ СdСl2, тоді як КА, асоційована з РБФК/О, ча-
стково зберігала активність після інкубації стромальних білків зі 150 мкМ
СdСl2. Отримані дані підтвердили можливість використання КА хлоро-
пластів як біомаркера раннього моніторингу забруднення навколишнього
середовища важкими металами.
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Забруднення біосфери важкими металами внаслідок антропогенного
навантаження набуло глобального характеру. Кадмій (Cd) є одним із
найнебезпечніших забруднювачів атмосфери, водних і ґрунтових еко-
систем. Згідно з матеріалами Європейської агенції довкілля, Cd, ра-
зом із Hg, As, Pb і Ni, належать до найшкідливіших важких металів
[1], зниження вмісту яких у навколишньому середовищі потребує
спеціальних зусиль. Кадмій є рідкісним розсіяним елементом, зрос-
тання його концентрації у воді, повітрі і продуктах харчування
пов’язане з господарською діяльністю людини. Головними джерела-
ми надходження кадмію є викиди часточок пилу, а також стічні во-
ди гірничодобувних і металургійних підприємств, де переробляють
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мідно-цинкові руди — основне джерело кадмію для промисловості.
Крім того, надходження кадмію в навколишнє середовище пов’язане
з внесенням у ґрунт великих кількостей фосфатних добрив. Більшу
частину (до 85 %) кадмію використовують для виробництва Cd-Ni
акумуляторів, антикорозійних покриттів сталевих конструкцій, в
ядерних реакторах, як стабілізатор пластмас [2].

Кадмій легко поглинається кореневою системою рослин, транс-
локується до різних органів і поширюється по ланцюгах живлення
[3]. Деякі види рослин відносно толерантні щодо токсичного впливу
кадмію і здатні його накопичувати [4]. Споживання таких рослин і
продуктів їх переробки загрозливі для здоров’я людини. У зв’язку з
цим вивчення адаптаційних біохімічних відповідей рослинних ор-
ганізмів на дію Cd, а також пошук чутливих біомаркерів для ран-
нього моніторингу забруднення навколишнього середовища є акту-
альними.

У літературі є свідчення про множинні шкідливі ефекти Cd на
рослинний організм, що виявляються в гальмуванні росту, пору-
шенні фізіологічних і біохімічних процесів, включаючи фотосинтез і
дихання, водний обмін, мінеральне живлення рослин [5, 6].

Дуже чутливою до Cd є фотосистема II (ФС II) [7]. Показано, що
на донорному боці ФС II Cd конкурує з Ca2+, витискує важливі ко-
фактори системи розщеплення води і змінює комплекс окиснення
води [8]. Cd також впливає на транспорт електронів з акцепторного
боку ФС II, в сайті зв’язування QB [9]. Крім цього, Cd взаємодіє з
білками комплексу ФС I [10]. Отже, множинні токсичні ефекти Cd
можуть бути причиною пригнічення фотосинтетичного транспорту
електронів.

Разом із цим є свідчення про більшу уразливість системи фік-
сації неорганічного вуглецю кадмієм. У працях [11, 12] показано, що
інгібування активності рибулозо-1,5-біс-фосфаткарбоксилази/окси-
генази (РБФК/О), індуковане кадмієм, виявлялось значно раніше,
ніж вплив на фотосинтетичні світлові реакції. Встановлено також, що
активність карбоангідрази — ензиму, пов’язаного з фотосинтетичною
фіксацією CО2, чутливіша до Cd, ніж транспорт електронів [13]. От-
же, на сьогодні первинні впливи токсичної дії Cd на фотосинтез не
з’ясовані.

Нещодавно при порівнянні впливу іонів Cu2+ на дегідратазну ак-
тивність стромальних і тилакоїдних КА ми спостерігали різну чут-
ливість множинних форм ензиму до інгібувальної дії Cu2+ [14].

Оскільки карбоангідрази різних організмів нині використову-
ються як чутливі біомаркери антропогенного забруднення довкілля
важкими металами, метою нашої роботи було дослідження in vitro
чутливості різних ізоформ стромальних карбоангідраз хлоропластів
Spinacia oleracea до інгібування іонами кадмію.

Методика

Цілі незруйновані хлоропласти (клас А за класифікацією Холла) [15]
зі збереженими зовнішніми оболонками виділяли з листків шпинату
Spinacia oleracea згідно з методикою [16]. Листки після видалення
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центральних жилок гомогенізували в замороженому до появи крис-
талів льоду середовищі, яке містило 330 мМ сорбітолу, 10 мМ піро-
фосфату, 5 мМ ізоаскорбату, 4 мМ MgCl2 (рН 6,5). Гомогенат
проціджували через 2 шари полотна, хлоропласти осаджували цент-
рифугуванням за 2500 g (5400 об/хв) протягом 3 хв і двічі відмивали
від компонентів цитозолю переосаджуванням в ізотонічному середо-
вищі (330 мМ сорбітолу, 1 мМ MgCl2, 50 мМ НЕРЕS, рН 7,6) за
2500 g протягом 2 хв. Перед останнім центрифугуванням вимірюва-
ли концентрацію хлорофілів за Арноном [17], необхідну для розра-
хунків КА активності в надосаді до руйнування хлоропластів. Після
другого осадження надосад відбирали й використовували для на-
тивного електрофорезу білків з метою оцінювання ступеня
цілісності хлоропластів. Хлоропласти руйнували при 0 С протягом
10 хв у гіпотонічному розчині, що містив 5 мМ MgCl2 (рН 6,5), за
періодичного перемішування. Перед осадженням зруйнованих хло-
ропластів визначали концентрацію хлорофілів, необхідну для роз-
рахунків КА активності в надосаді після руйнування хлоропластів.
Суспензію зруйнованих хлоропластів центрифугували за 5000 g
(7500 об/хв) протягом 3 хв. Надосадову рідину (екстракт стромаль-
них ферментів), отриманий після центрифугування, використовува-
ли для оцінювання КА активності.

Карбоангідразну активність препаратів визначали за швидкістю
утворення СО2 при ензиматичній дегідратації гідрокарбонату за до-
помогою інфрачервоного СО2-газоаналізатора (S151, «Qubit Systems
Inc.», Канада) (IЧГА). Вимірювання проводили в закритій термоста-
тованій скляній комірці об’ємом 20 мл за 5 C в безперервному по-
тоці повітря (400 мл/хв) без СО2, для чого його попередньо пропуска-
ли через колонку з аскаритом. Об’єм реакційного середовища
становив 2 мл. Перед початком вимірювання до буферного розчину,
що містив 50 мМ НЕРЕS (рН 7,8) та аліквоту аналізованого препара-
ту врівноваженого з газовою фазою, вносили 100 мкл 100 мМ
NаНСО3 (до кінцевої концентрації 5 мМ) й інкубували 1 хв при про-
дуванні для виходу решток атмосферного СО2 з газометричної систе-
ми. Реакцію дегідратації гідрокарбонату інтенсифікували пришвид-
шеним відведенням продукту — СО2 після вмикання перемішування
зі швидкістю 1200 об/хв. КА активність розраховували в мікромолях
СО2 за годину на 1 мг хлорофілу. Для дослідження впливу іонів
кадмію до реакційного середовища добавляли розчин CdCl2 до кінце-
вої концентрації 10–80 мкМ.

Цілісність хлоропластів перевіряли вимірюванням КА активності
в надосаді на СО2-газоаналізаторі до і після руйнування хлоро-
пластів, а також за допомогою нативного електрофорезу білків стро-
мальної фракції і надосаду до руйнування хлоропластів.

Нативний електрофорез білків строми проводили в камері Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-RAD) за Орнстейном і Девісом [18]. Кон-
центрувальний гель містив 4 % акриламіду в 0,0625 М tris-НСl (рН
6,8), роздільний гель — 7 % акриламіду в 0,375 М tris-НСl (рН 8,8).
Верхнім і нижнім електродним розчином був tris-гліциновий буфер
(25 мМ tris-НСl, 192 мМ гліцин). Електрофорез проводили при 75 мA
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(190 В) за температури 0 С протягом 1 год. Розчин CdCl2 добавляли
до білкових препаратів до кінцевих концентрацій 20, 80 і 150 мкМ,
перед нанесенням на гель їх інкубували упродовж 10 хв.

КА активність у гелях візуалізували за методом Едвардса і Пет-
тона [19]. Гелі інкубували 30 хв у 50 мМ вероналовому буфері (рН
8,1) з добавлянням 0,2 %-го розчину рН-індикатора бромтимолового
синього до появи темно-синього забарвлення. Потім гель переноси-
ли у воду, насичену СО2 за 0 С. В гелі, у місці локалізації КА відбу-
валася гідратація СО2 із закисненням середовища, що супроводжува-
лося зміною забарвлення індикатора і появою жовтих смуг.

Дослідження проводили у трьох повтореннях. Результати наве-
дено як середні величини зі стандартними похибками. Вірогідність
різниці вибірок визначено за допомогою t-критерія Стьюдента за
р  0,05.

Результати та обговорення

Розчинні білки строми хлоропластів ізолювали за допомогою осмо-
тичного руйнування цілих хлоропластів (клас А), кілька разів відми-
тих від цитоплазматичних компонентів в ізотонічному середовищі.
Після руйнування зовнішніх оболонок хлоропластів КА активність
середовища значно зростала через вивільнення високоактивних стро-
мальних КА (рис. 1, а). Так, КА активність стромальної фракції ста-
новила 220 мкмоль СО2/(год · мг хл.), тоді як у надосаді до осмотич-
ного руйнування хлоропластів активність КА була у 10 разів меншою
(див. рис. 1, а). Зростання КА активності надосаду після осмотично-
го руйнування було одним із критеріїв цілісності ізольованих хлоро-
пластів, що підтверджено також результатами електрофоретичного
аналізу (див. рис. 1, б). Як бачимо, кількість та інтенсивність забарв-
лення білкових зон у стромальній фракції хлоропластів значно зрос-
ла порівняно із середовищем суспендування цілих хлоропластів, яке
практично не містило білків, крім незначної кількості РБФК/О
(найінтенсивніше забарвлена зона на електрофореграмі). Маркерним
білком слугував основний фермент циклу Кальвіна РБФК/О, ло-
калізований виключно в стромі хлоропластів, наявність незначної
його кількості у середовищі суспендування цілих хлоропластів вказує
на невелику кількість зруйнованих хлоропластів (див. рис. 1, б). Від-
сутність інших білкових зон у надосаді до руйнування хлоропластів
пов’язанана з ретельним відмиванням від цитоплазматичних білків,
до яких належить кілька ізоформ цитоплазматичних -карбоангідраз
(КА2, КА3, КА4). 

Дані щодо впливу різних концентрацій CdCl2 на КА активність
стромальної фракції, яка пригнічувалася зі зростанням концентрації
CdCl2, наведено на рис. 2. За наявності 10 мкМ CdCl2 активність зни-
жувалася на 20 %, за 35 мкМ CdCl2 спостерігали напівмаксимальне
інгібування (I50) КА активності. З підвищенням концентрації CdCl2
до 80 мкМ у середовищі реакції ферментативна активність станови-
ла лише 15 % контрольного значення. Дуже подібну картину інгібу-
вання КА активності стромальних білків хлоридом кадмію спос-
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терігали автори праці [13], які вимірювали швидкість гідратації СО2
потенціометричним методом Вілбура та Андерсона [20], з визначен-
ням зміни швидкості закиснення буферного розчину. За даними цієї
праці I50 досягалося при 30 мкМ CdCl2, тоді як 100 мкМ CdCl2
повністю інгібувало активність стромальних КА. Слід зазначити, що
залежність інгібування стромальних КА від концентрації CdCl2 (див.
рис. 2) мала двостадійний характер зміни КА активності в діапазоні
концентрацій CdCl2 0—30 і 30—80 мкМ. За зростання концентрації
CdCl2 від 30 до 40 мкМ спостерігали пришвидшений спад КА актив-
ності, що може свідчити про конформаційні зміни КА та появу чут-
ливішої до інгібування іонами кадмію форми.

Відомо, що  в стромі хлоропластів рослин із С3 шляхом фотосин-
тезу у великій кількості міститься карбоангідраза -типу (КА1). Ос-
новною структурною одиницею цього високоактивного ензиму є ди-
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Рис. 1. Карбоангідразна активність (а) та електрофореграми білків (б) надосаду до
осмотичного руйнування хлоропластів (1) і стромальної фракції (2), отриманої після
осмотичного руйнування

Рис. 2. Залежність дегідратазної активності стромальних карбоангідраз хлоропластів
від концентрації CdCl2

1                      2              1      2

а б

Концентрація CdCl2, мкМ

0



мер, який залежно від систематичної належності може утворювати
тетрамери, гексамери та октамери. У дводольних С3-рослин КА1 є
октамером [21]. Крім того, в стромі локалізована ще одна ізоформа
КА — КА5 і, можливо, одна з ізоформ КА [22]. Ми візуалізували
КА активність у ПААГ після нативного електрофорезу за допомогою
рН-залежного барвника бромтимолового синього. В гелі, у місці ло-
калізації КА, відбувалися гідратація СО2 і локальне закиснення середо-
вища, що супроводжувалося зміною забарвлення індикатора і по-
явою жовтих смуг (рис. 3). Необхідною умовою для збереження
ферментативної активності в гелі є проведення електрофорезу і про-
цедур, пов’язаних із фарбуванням та візуалізацією при 0 С. У стро-
мальній фракції, в результаті візуалізації КА активності в ПААГ (див.
рис. 3, б) проявились чотири смуги з різною рухливістю і різним
рівнем КА активності. Колір бромтимолового синього при добав-
лянні субстрату КА — СО2 змінювався з розділенням у часі: першою
проявлялася смуга 3, далі 4, потім 2, останньою з’являлася смуга 1
(дані візуалізації в часі не наводимо). Ми вважаємо, що порядок
зміни кольору в ході карбоангідразної реакції відповідає ензима-
тичній активності білкових смуг.

На електрофореграмах стромальних білків (див. рис. 3, а), про-
явлених Кумассі блакитним G-250, найінтенсивніша смуга відповідає
РБФК/О — білка строми з найбільшим вмістом. Iз порівняння біл-
кових смуг зі смугами візуалізації КА активності випливає, що смуга
2, ймовірно, належить асоціату КА з РБФК/О. Смуга 1 із КА актив-
ністю ймовірно також є мультиферментним комплексом. Оскільки
молекулярна маса РБФК/О становить близько 560 кД, очевидно, що
поліпептиди, локалізовані на електрофореграмі в смугах 1 і 2 (див.
рис. 3, а) мають молекулярну масу вищу за 200 кД — молекулярну
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Рис. 3. Електрофореграми стромальних білків після нативного електрофорезу і фар-
бування Кумассі блакитним G-250 (а) та візуалізація карбоангідразної активності в
ПААГ після фарбування бромтимоловим синім (б). Білки перед аналізом інкубували
протягом 10 хв за таких концентрацій CdCl2: I — фракція строми (контроль); II —
20 мкМ Сd2+; III — 80 мкМ Сd2+; IV — 150 мкМ Сd2+; 1—4 — білкові смуги, в яких
виявлено КА активність

а б



масу октамера КА1 [21]. Дослідженням кристалічної структури
КА1 Pisum sativum встановлено, що високоактивна форма КА1
існує як октамер із молекулярною масою 200 кД [21]. Ймовірно, що
в наших дослідженнях цю високоактивну форму — октамер КА1 —
можна віднести до смуги 3, а димер КА1 — до смуги 4.

Для визначення впливу іонів Сd2+ на активність різних форм КА
зразки стромальних білків перед електрофоретичним аналізом інку-
бували з добавлянням різних концентрацій СdCl2. Результати розділен-
ня стромальних білків, оброблених СdCl2, наведено на рис. 3, а. Як
бачимо, після фарбування Кумассі відмінностей у кількості та роз-
поділі білкових смуг між контролем та варіантами, обробленими хло-
ридом кадмію, немає.

Зміну рівня ензиматичної активності в білкових смугах після об-
робки стромальних білків СdCl2 ілюструє рис. 3, б. З нього видно, що
після обробки зразків 20 мкМ Сd2+ КА активність усіх чотирьох смуг
у гелі дещо знижувалася, про що свідчить зменшення інтенсивності
їх забарвлення при добавлянні субстрату. Після обробки 80 мкМ
Сd2+ активність високоактивних ізоформ КА істотно знижувалась
(смуги 3 і 4), тоді як ізоформа КА, яка мігрує разом із РБФК/О, ви-
явилася стійкішою до цієї концентрації Сd2+. У препаратах, обробле-
них 150 мкМ Сd2+, КА активність низькомолекулярної ізоформи КА
(смуга 4), високоактивної (смуга 3) і смуги 1 пригнічувалася майже
повністю. Натомість ензиматична активність ізоформи КА (смуга 2),
що мігрує разом із РБФК/О, до кінця не інгібувалася при обробці
СdCl2. Отже, згідно з результатами роботи, різні форми стромаль-
ної КА хлоропластів шпинату мають різну чутливість до дії іонів
кадмію.

Локалізовані в різних органах множинні форми рослинних кар-
боангідраз є цинковмісними металоензимами, які каталізують обо-
ротну реакцію гідратації вуглекислого газу:

СО2 + Н2ОН+ + НСО3
–

Вони є представниками еволюційно незалежних родин (КА,
КА і КА) і відіграють фундаментальну роль у низці біохімічних
процесів, включаючи фотосинтез і дихання, біосинтез амінокислот і
жирних кислот, а також беруть участь у регуляції внутрішньоклітин-
ного рН, підтриманні кислотно-основної рівноваги [ 23].

У рослин із С3-типом фотосинтезу найпоширенішими є КА -ро-
дини [23]. У геномі Arabidopsis thaliana виявлено шість генів (AtCA1-
6), що кодують КА, а їх множинні ізоформи утворюються внаслідок
альтернативного сплайсингу транскриптів КА [24, 25]. Локалізацію
різних КА у компартментах клітин було виявлено методом вбудову-
вання гена зеленого флуоресцентного білка (GFP). Так, ізоформи
КА1 і КА5 локалізовані в стромі хлоропластів; КА2, КА3 і КА4 —
в цитоплазмі; КА4 — в плазматичній мембрані; КА6 — у матриксі
мітохондрій [23, 26].

Стромальна карбоангідраза КА1 є другим за вмістом (після
РБФК/О) розчинним білком клітин мезофілу листків. Її кількість мо-
же досягати 2 % загальної кількості розчинних білків у С3-рослин
[27]. КА1 — високоактивний ензим, здатний забезпечувати над-
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звичайно високу швидкість перетворення субстрату. Каталітична
константа КА1 гороху (kcat = 4·105 с–1) близька до КАII людини
(kcat = 1,0·106 с–1) — одного з найшвидших ферментів [28]. Активний
центр КА містить молекулу цинку, координаційно зв’язану з залиш-
ком гістидину, двома залишками цистеїну і молекулою води. Актив-
ною одиницею КА є димер, активний центр якого розміщений між
двома мономерами. Молекулярна маса КА змінюється від 25 кД
(мономер) до 200 кД (октамер) [21].

У цій роботі за електрофоретичного розділення білків стромаль-
ної фракції виявлено чотири смуги з КА активністю, дві з яких, оче-
видно, належать білковим асоціатам із молекулярною масою, що
близька або перевищує молекулярну масу РБФК/О (смуги 2 й 1),
(див. рис. 3, б). Тісна асоціація РБФК/О і карбоангідраз у карбокси-
сомах водоростей і фотосинтезуючих бактерій забезпечує роботу
механізму концентрування вуглецю (carbon concentrating mechanism,
ССМ) [29]. Наявність асоціату карбоангідрази і РБФК/О, а також
мультиферментного комплексу РБФК/О, карбоангідрази, фосфори-
булокінази, рибозо-5-фосфатізомерази з молекулярною масою понад
600 кД у хлоропластах тютюну виявили автори праці [30]. На їх дум-
ку, асоціат карбоангідрази і РБФК/О є частиною цього високомоле-
кулярного комплексу, який відокремлюється при хроматографічному
розділенні.

Згідно з результатами нашого дослідження, всі чотири білкові
смуги з КА активністю різною мірою чутливі до інгібування іонами
кадмію (див. рис. 3, б). Залежність КА активності стромальних білків
від концентрації Cd2+ в цілому відрізняється від картини, яку ми спо-
стерігали в нашій попередній роботі при вивченні дії іонів Cu2+ [14].
Зокрема, I50 сумарної КА активності стромальних білків досягало-
ся за добавляння 3 мкМ Cu2+, тоді як I50 для іонів Cd2+ становило
35 мкМ (див. рис. 2). Згідно з літературними даними, пошкодження
КА є одним із критичних чинників, що зумовлює токсичність важ-
ких металів для живих клітин, яка змінюється в широких межах і за-
лежить від типу тканин. Так, I50 для іонів Cd2+ становить від 20 мкМ
(КА клітин зябер річкового вугра) до 900 мкМ (КА еритроцитів ка-
нального сома) [31].

Селективну чутливість КА різних організмів до інгібування важ-
кими металами використовують при створенні систем біомоніторин-
гу навколишнього середовища [31—33]. Однак реакція множинних
КА рослин на наявність у воді і ґрунті важких металів досі зали-
шається малодослідженою і потребує подальшого вивчення.

Отже, результати нашої роботи підтвердили різну чутливість
ізоформ КА та їх високомолекулярних асоціатів до інгібування
іонами кадмію, а також можливість використання КА хлоропластів
як біомаркера раннього моніторингу забруднення навколишнього
середовища.
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ВЛИЯНИЕ ИОНОВ Сd2+ НА АКТИВНОСТЬ СТРОМАЛЬНЫХ КАРБОАНГИДРАЗ
ХЛОРОПЛАСТОВ ШПИНАТА

Н.Н. Топчий1, А.В. Полищук1, Е.К. Золотарева1, С.К. Сытник2
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Фракция стромальных белков хлоропластов, изолированных из листьев Spinacia ole-
racea, получена после осмотического разрушения целых хлоропластов, отмытых от
компонентов цитозоля. Методом инфракрасного СО2-анализа исследовано влияние
ионов кадмия на активность стромальных карбоангидраз (КА). Полумаксимальное
игибирование дегидратазной активности КА наблюдалось при добавлении к реакци-
онной среде 35 мкМ СdСl2, при добавлении 80 мкМ ферментативная активность со-
ставляла 15 % контрольного значения. КА активность в ПААГ после неденатурирую-
щего электрофореза визуализировали по изменению окраски индикатора
бромтимолового синего в местах локализации КА. Обнаружены четыре белковые зо-
ны с разной подвижностью и с различным уровнем КА активности. Количество зон
с КА активностью и интенсивность их окраски уменьшались после предобработки
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стромальных белков СdСl2 разной концентрации. Наиболее чувствительной к дейст-
вию Сd2+ оказалась низкомолекулярная форма КА, активность которой полностью
подавлялась в образцах, обработанных 80 мкМ СdСl2, тогда как КА, ассоциирован-
ная с РБФК/О, частично сохраняла активность после инкубации стромальных бел-
ков со 150 мкМ СdСl2. Полученные данные подтвердили возможность использования
КА хлоропластов как биомаркера раннего мониторинга загрязнения окружающей
среды тяжелыми металлами.

Ключевые слова: Spinacia oleracea, кадмий, карбоангидраза, биомаркер.

THE INFLUENCE OF Cd2+ IONS ON THE ACTIVITY OF STROMAL CARBONIC
ANHYDRASES OF SPINACH CHLOROPLASTS

N.M. Topchiy1, O.V. Polishchuk1, E.K. Zolotareva1, S.K. Sytnyk2

1 M.G. Kholodny Institute of Botany, National Academy of Sciences of Ukraine
2 Tereshchenkivska St., Kyiv, 01004, Ukraine
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The fraction of stromal proteins was obtained after osmotic destruction of whole chloroplasts
isolated from spinach leaves (Spinacia oleracea) and washed from the cytosol components.
The effect of cadmium ions on the activity of stromal carbonic anhydrase (CA) was studied
by infrared CO2 analysis. The half-maximal inhibition of CA dehydratase activity was
observed under 35 µM CdCl2 in the solution; at 80 µM CdCl2, the enzyme activity was 15 %
of the control. The CA activity in PAAG after non-denaturing electrophoresis was visualized
by the change in the color of the bromothymol blue indicator at the sites of CA localiza-
tion. Four protein zones with different mobility and different levels of CA activity were iden-
tified. The number of zones with CA activity and the intensity of their staining decreased
after pre-incubation of the stromal proteins with CdCl2, depending on its concentration. The
low molecular weight form of CA was the most sensitive to the Cd2+ action, whose activity
was completely suppressed in the samples treated with 80 µM CdCl2, while the CA migra-
ted together with Rubisco remained partly active after stromal proteins incubation with
150 µM CdCl2. The obtained data confirm the possibility of chloroplast CA using as a bio-
marker for early monitoring of the environmental pollution by heavy metals.

Key words: Spinacia oleracea, cadmium, carbonic anhydrase, biomarker.
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