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STRESZCZENIE

Produkowane w coraz większej ilości, nieprawidłowo składowane i nadmiernie używane 
farmaceutyki oraz inne substancje aktywne biologicznie przenikają bezpośrednio lub 

przedostają się ze ścieków do wód powierzchniowych, gruntowych i wody pitnej. Stano-
wią tym samym zagrożenie dla wielu organizmów żywych, w tym także dla człowieka, ze 
względu na zaburzenia równowagi hormonalnej dotyczącej głównie procesów rozrodczych 
lub poprzez zwiększanie lekooporności mikroorganizmów. Ze względu na skalę emisji 
oraz ograniczone możliwości rozkładu tych zanieczyszczeń metodami fizykochemicznymi, 
konieczne jest opracowanie nowych i wydajnych procesów ich eliminacji ze środowiska. 
Jednym z proponowanych rozwiązań jest stosowanie narzędzi oferowanych przez współ-
czesną biotechnologię. Proces biokatalizy umożliwia rozkład szerokiej gamy związków bio-
logicznie aktywnych, między innymi przy zastosowaniu enzymów o niskiej specyficzności 
substratowej i działających w przyjaznych środowisku warunkach reakcji, np. lakazy grzy-
bowej. Ostatnie badania wskazują na skuteczność stosowanych metod biokatalitycznych w 
usuwaniu zanieczyszczeń o zróżnicowanej budowie chemicznej, z utworzeniem nietoksycz-
nych metabolitów.

WPROWADZENIE

Rozwój współczesnego przemysłu oraz stale rosnące tempo życia są czyn-
nikami, które nie pozostają obojętne dla środowiska naturalnego. Wśród wielu 
różnych zanieczyszczeń generowanych przez rozwijającą się gospodarkę można 
znaleźć tzw. mikrozanieczyszczenia, czyli śladowe stężenia substancji biologicz-
nie czynnych, które coraz śmielej uważa się za główną przyczynę wymierania 
organizmów. Przeważającą część tego typu zanieczyszczeń stanowią różne gru-
py farmaceutyków, w tym łatwo dostępne leki bez recepty. Dużym zagrożeniem 
dla organizmów żywych są między innymi związki zakłócające prawidłowe 
funkcjonowanie układu hormonalnego (EDC, ang. Endocrine Disruptor Compo-
unds), obecne w różnego rodzaju wyrobach codziennego użytku wykonanych 
z tworzyw sztucznych, w tym w opakowaniach na żywność [1]. Dodatkowym 
problemem jest mało efektywna degradacja związków biologicznie aktywnych 
z zastosowaniem metod fizykochemicznych, spowodowana różnorodnością ich 
budowy chemicznej [2]. W związku z tym, wiele zespołów naukowych ukierun-
kowało swoje badania na opracowanie metod usuwania związków biologicznie 
aktywnych drogą biokatalizy, jako rozwiązania o większej wydajności. Biopro-
cesy oparte o działanie całych komórek mikroorganizmów mają pewne ograni-
czenia, głównie dotyczące utrzymania wzrostu i funkcji żywych komórek. Al-
ternatywnym rozwiązaniem jest biokataliza oparta na działaniu wyizolowanych 
enzymów. W porównaniu do tradycyjnych metod degradacji zanieczyszczeń, 
jak również niektórych metod mikrobiologicznych, w trakcie procesów katalizo-
wanych przez enzymy rzadko dochodzi do tworzenia toksycznych produktów 
ubocznych reakcji. Enzymy, zwłaszcza unieruchomione na nierozpuszczalnych 
nośnikach, wykazują także większą odporność na działanie niekorzystnych wa-
runków reakcji, w tym rozpuszczalników organicznych czy surfaktantów, do-
dawanych w celu zwiększenia biodostępności zanieczyszczeń. Ponadto, dzięki 
metodom inżynierii genetycznej możliwe jest opracowanie enzymów rekom-
binowanych o zwiększonej stabilności i/lub aktywności, co dodatkowo obni-
ża koszty procesu [3]. Biokataliza enzymatyczna jest wydajnym narzędziem w 
stosowanych procesach technologicznych, z których wiele opiera się głównie na 
działaniu enzymów z klasy hydrolaz. Na szczególną uwagę zasługują również 
enzymy z klasy oksydoreduktaz, które są używane w przemyśle tekstylnym i 
papierniczym, ale dzięki swojej uniwersalności mogą być także rozpatrywane 
jako katalizatory w procesach związanych z bioremediacją.
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GRUPY I ŹRÓDŁA ZWIĄZKÓW BIOLOGICZNIE 
AKTYWNYCH W ŚRODOWISKU WODNYM

KLASYFIKACJA ZANIECZYSZCZEŃ

Zanieczyszczenia związkami biologicznie aktywnymi 
stanowią złożoną mieszaninę, farmaceutyków i innych 
związków syntetycznych o zróżnicowanej budowie che-
micznej i właściwościach. Na stężenie tych związków w 
środowisku mają wpływ zarówno ograniczone możliwości 
ich rozkładu, ale także wysoka emisja spowodowana co-
raz większą konsumpcją, wynikającą z łatwej dostępności 
niektórych grup leków. Wśród tych związków znajdują się 
popularne leki bez recepty oraz terapeutyki często stosowa-
ne w określonych jednostkach chorobowych, jak również 
związki o działaniu biologicznym stanowiące zanieczysz-
czenia obecne m. in w wyrobach wykonanych z tworzyw 
sztucznych. Związki te możemy podzielić na następujące 
grupy [2,4]:

• niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ): stosowa-
ne w stanach przeziębienia i grypy leki przeciwbólowe 
i przeciwzapalne (ibuprofen, kwas acetylosalicylowy), 
stosowane typowo w stanach zapalnych mięśni i stawów 
oraz w chorobie reumatoidalnej (diklofenak, ketoprofen, 
naproksen);

• inne leki przeciwbólowe i przeciwgorączkowe: paraceta-
mol;

• antybiotyki: sulfonamidy (trimetoprim, sulfametoksa-
zol), makrolidy (erytromycyna, klatromycyna), amino-
glikozydy (streptomycyna), fluorochinolony (ciproflok-
sacyna, norfloksacyna);

• β-blokery: atenolol, metoprolol, propranolol, stosowane 
w chorobach kardiologicznych takich jak choroba niedo-
krwienna serca, arytmia, nadciśnienie tętnicze;

• leki psychotropowe: karbamazepina, diazepam;

• leki regulujące gospodarkę lipidową będące pochodnymi 
kwasu fibrynowego (kwas klofibrowy, bezafibrat, gem-
fibrozil), stosowane jako środki ograniczające syntezę 
kwasów tłuszczowych w wątrobie oraz syntezę choleste-
rolu;

• hormony płciowe (estrogeny): estron, 17β-estradiol, es-
triol (naturalne), etinyloestradiol (syntetyczny), stano-
wiące składnik środków antykoncepcyjnych i leków w 
hormonalnej terapii zastępczej;

• inne związki endokrynnie czynne (EDC): fito- i metalo-
estrogeny, pestycydy i związki syntetyczne (bisfenol A), 
które zaburzają prawidłowe funkcjonowanie układu hor-
monalnego.

ŹRÓDŁA ZANIECZYSZCZEŃ

Źródła związków biologicznie aktywnych w środowi-
sku wodnym można podzielić na trzy grupy: (1) ścieki, (2) 
składowiska odpadów i (3) odcieki z gospodarstw rolnych 

bezpośrednio trafiające do wód gruntowych. Do pierwszej 
grupy, mającej największy wpływ na emisję zanieczysz-
czeń, zaliczane są ścieki przemysłowe, a przede wszystkim 
ścieki komunalne, zawierające leki wydalone z organizmu 
w formie niezmienionej lub w postaci metabolitów powsta-
łych na drodze detoksykacji zachodzącej w organizmach 
żywych (Tab. 1).

Podczas procesu detoksykacji w organizmie ludzkim, 
pewna część dawki leku ulega przemianom metabolicz-
nym I i II fazy, które przekształcają substancję z lipofilo-
wej, niepolarnej i wolniej wydalanej formy, w mniej tok-
syczną formę hydrofilową i polarną, łatwą do usunięcia 
z organizmu [6,7]. Do fazy I zaliczane są procesy utlenia-
nia, redukcji i hydrolizy, natomiast w fazie II dochodzi do 
sprzęgania powstających substancji ze związkami endo-
gennymi obecnymi w organizmie, np. z kwasem glukuro-
nowym i utworzenia metabolitów wydalanych następnie 
z moczem lub żółcią. W pewnych warunkach, produkty 
sprzęgania mogą ponownie przekształcić się do formy 
wyjściowej leku stwarzając zagrożenie dla środowiska 
[2,6]. Część leku nie jest metabolizowana i jako taka jest 
usuwana z organizmu, a następnie trafia do ścieków i wód 
gruntowych. Na obecność farmaceutyków w ściekach ko-
munalnych ma także wpływ nieprawidłowa utylizacja 
przeterminowanych leków, wyrzucanych do umywalek 
czy toalet. Szczególnym przypadkiem ścieków komu-
nalnych są ścieki szpitalne, w których stężenie różnego 
rodzaju farmaceutyków jest znacznie większe w porów-
naniu ze stężeniami emitowanymi z gospodarstw domo-
wych [4]. Standardowe oczyszczalnie nie są przystoso-
wane do usuwania tego typu śladowych zanieczyszczeń, 
w związku z czym, leki trafiają do środowiska wodnego 
wprost z oczyszczalni lub są składowane na wysypiskach 
jako osad ściekowy i stanowią kolejne źródło zanieczysz-

Tabela 1. Wykaz metabolitów niesteroidowych leków przeciwzapalnych po-
wstających podczas biotransformacji w organizmie człowieka (na podstawie: [5]).

Substancja wyjściowa Metabolity powstałe podczas biotrans-
formacji

diklofenak
4-hydroksydiklofenak

5-hydroksydiklofenak

ibuprofen

1-hydroksyibuprofen

2-hydroksyibuprofen

1,2-hydroksyibuprofen

ibuprofenol

octan ibuprofenolu

ketoprofen

kwas 2-(3-benzoilo-4-hydroksyfenylo)
propanowy
kwas 2-[(3-hydroksy(fenylo)metylo]
propanowy
kwas 2-[(3-(4-hydroksybenzoilo)fenylo]
propanowy
kwas 3-(hydroksykarboksymetylo)
hydratropowy
kwas 3-(ketokarboksymetylo)hydratro-
powy

naproksen
6-O-desmetylonaproksen

siarczan 6-O-desmetylonaproksen
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czeń związkami biologicznie aktywnym [1]. Roczną ilość 
odpadów w postaci leków, trafiających na wysypiska w 
Polsce szacuje się na ponad 5 tysięcy ton. Oprócz nich, 
wysypiska są głównym źródłem zanieczyszczeń związ-
kami endokrynnie czynnymi, na czele z bisfenolem A 
(BPA), który jest powszechnie stosowany w produkcji 
wyrobów plastikowych typu PET z poli(tetraftalanu ety-
lenu). Trzecim źródłem zanieczyszczeń związkami bio-
logicznie aktywnymi są gospodarstwa rolne, w których 
stosuje się między innymi naturalne nawozy pochodze-
nia zwierzęcego. Leki weterynaryjne wydalane są przez 
zwierzęta hodowlane i w ten sposób dostają się do gleby 
i do wód gruntowych [1,7]. Zaobserwowano istnienie zja-
wiska sezonowości występowania zanieczyszczeń ście-
ków związkami biologicznie aktywnymi, polegającej na 
obniżeniu ich stężenia latem i wzroście stężenia w okresie 
jesienno-zimowym. Zjawisko to ma związek z szybszym 
tempem degradacji zanieczyszczeń w okresie letnim, wy-
nikającym z podwyższonej temperatury ścieków oraz 
zwiększonym stopniem fotolizy substancji wrażliwych 

na działanie światła słonecznego. Drugim czynnikiem 
wpływającym na sezonowość emisji, jest zwiększone sto-
sowanie niektórych środków, głównie NLPZ, jesienią i 
zimą, czyli w okresie podwyższonej zachorowalności na 
przeziębienie i grypę [5]. Stężenie określonych grup za-
nieczyszczeń w ściekach, wodach gruntowych i wodzie 
pitnej, jest również zmienne w zależności od badanego 
kraju oraz jego regionu (Tab. 2a, 2b).

WPŁYW NA ORGANIZMY ŻYWE

Szereg substancji znajdujących się w ściekach i in-
nych odpadach przedostając się do środowiska, stanowi 
zagrożenie nie tylko dla organizmów zamieszkujących 
wody powierzchniowe, ale także dla zwierząt i ludzi ko-
rzystających z zanieczyszczonych zasobów wody pitnej. 
Szkodliwe działanie związków biologicznie aktywnych 
zaczyna się już na poziomie mikroorganizmów. Przy-
kładem są cyjanobakterie, które są organizmami bardzo 
wrażliwymi na działanie antybiotyków, między innymi 
tetracyklin, amoksycyliny czy spiramycyny [5]. Oprócz 

Tabela 2a. Wykaz przykładowych związków biologicznie aktywnych w ściekach, wodach powierzchniowych i wodzie pitnej.

Grupa terapeutyczna Związek Źródło Stężenie [ng/l] Kraj Piśmiennictwo

antybiotyki

amoksycylina wody powierzchniowe <2,08–9,91 Włochy [8]
cefaleksyna ścieki surowe 4600 Australia [9]

ciprofloksacyna
ścieki surowe 3800 Australia [9]
wody powierzchniowe 4,7–54,2 USA (rzeka Tennessee) [10]

cefaklor ścieki surowe 500 Australia [9]
erytromycyna wody powierzchniowe 0,78–8,12 Włochy [8]
norfloksacyna wody powierzchniowe 10–140 Francja (Sekwana) [11]

ofloksacyna wody powierzchniowe
50 Hiszpania (Walencja) [12]
10–20 Francja (Sekwana) [11]

sulfametoksazol
ścieki surowe

1,83–11,40 Włochy [8]
360* Australia [9]

wody powierzchniowe 10–155 Francja (Sekwana) [11]
wody powierzchniowe 3,1–33 USA (rzeka Tennessee) [10]

trimetoprim
ścieki surowe 340 Australia [9]

wody powierzchniowe
10–20 Francja (Sekwana) [11]
2,3–63,3 USA (rzeka Tennessee) [10]

triklozan woda pitna 734 USA [13]
atenolol wody powierzchniowe 318–6167 Hiszpania (Madryt) [14]

β-blokery
metoprolol wody powierzchniowe 25–76 Hiszpania (Madryt) [14]
propranolol wody powierzchniowe 15–117 Hiszpania (Madryt) [14]

NLPZ

diklofenak

ścieki surowe 3,7–17,1 Czechy [15]

wody powierzchniowe
313–3363 Hiszpania (Madryt) [14]
17–486 Polska [16]

woda pitna 6–35 Niemcy [13]

ibuprofen

wody powierzchniowe
117 Hiszpania (Walencja) [12]
2234–16886 Hiszpania (Madryt) [14]

wody powierzchniowe 12–76 Polska [16]
ścieki surowe 13,2–45,9 Czechy [15]
woda pitna 3 Niemcy [13]
woda pitna 8,5 Finlandia [13]

naproksen
ścieki surowe 0,5–3,4 Czechy [15]

wody powierzchniowe
387–3140 Hiszpania (Madryt) [14]
25–87 Polska [16]

kwas 
acetylosalicylowy ścieki surowe 0,4–2,1 Czechy [15]

ketoprofen ścieki surowe 0,4–3,8 Czechy [15]

*stężenie podane w µg/l
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bakterii, zanieczyszczenia mają negatywny wpływ na ro-
ślinność wodną, w przypadku której może dochodzić do 
wybielania chloroplastów lub zahamowania syntezy bia-
łek w wyniku działania streptomycyny [18]. W przypad-
ku różnych gatunków glonów, toksyczny efekt, którego 
konsekwencją jest najczęściej zahamowanie wzrostu, 
obserwowano w przypadku działania takich substancji, 
jak karbamazepina, fluoksetyna (lek przeciwdepresyj-
ny) oraz fibraty. Ze względu na fakt, że glony stanowią 
podstawę żywieniową wielu łańcuchów pokarmowych, 
ograniczenie ich liczebności może mieć poważne konse-
kwencje dla równowagi ekosystemów wodnych [5]. W 
przypadku drobnych organizmów bezkręgowych, tok-
syczny efekt działania związków biologicznie aktywnych 
dotyczy najczęściej rozwielitek (Daphnia magna), stano-
wiących ważny element zooplanktonu i będących jednym 
z organizmów modelowych w toksykologicznej ocenie 
jakości wody [19]. Efekt toksyczny wobec tego gatunku 
obserwowano w badaniach prowadzonych z zastosowa-
niem diklofenaku jak również propranololu oraz karba-
mazepiny, które działały także na wioślarki z gatunku 
D. longispina. Diklofenak jest związkiem wyróżniającym 
się pod względem wysokiej toksyczności wobec każdego 
organizmu wodnego. W przypadku kręgowców takich 
jak pstrąg tęczowy (Oncorhynchus mykiss) jego działanie 
polega głównie na poważnym uszkodzeniu wątroby, ne-
rek i skrzeli. Gatunek ten jest również bardzo wrażliwy 
na działanie naproksenu, karbamazepiny i metaprololu. 
Diklofenak okazał się toksyczny również wobec ciernika 
(Gasterosteus aculeatus) powodując zmiany obserwowa-
ne w obrazie histologicznym nerek [20]. Najczęstszym 
przykładem szkodliwego działania różnego rodzaju le-
ków jest upośledzenie funkcji układu hormonalnego ryb, 
objawiające się zaburzeniami procesów spermatogenezy 
u karasia złocistego spowodowane przez naproksen czy 
feminizacją samców ryb indukowaną przez etinyloestra-
diol [18].

 Problemem jest także rozwój lekooporności u bakterii, 
jako wynik obecności w środowisku antybiotyków, w stę-
żeniu określanym jako subinhibicyjne [21]. Oznacza to, 
że dawka antybiotyku jest zbyt niska, aby działać bójczo 
na szczepy bakteryjne, ale wystarczająco duża, aby wy-
wołać zmiany związane z odpowiedzią komórki na stres 
środowiskowy poprzez indukcję regulonu RpoS lub sys-
temu SOS. Regulon RpoS związany jest z indukcją zmian 
na poziomie transkrypcyjnym, umożliwiających zmianę 
kształtu komórki bakteryjnej, zmianę przebiegu szlaków 
metabolicznych czy wytwarzanie czynników wirulencji, 
co łącznie ma na celu adaptację do nowych, niekorzyst-
nych warunków środowiska [22,23]. System SOS związa-
ny jest z odpowiedzią na uszkodzenia DNA zagrażające 
życiu komórki bakteryjnej, polegającą na zatrzymaniu 
replikacji, podziałów komórkowych, procesach napraw-
czych DNA i rekonstrukcji widełek replikacyjnych [21]. 
Co ciekawe, w przypadku szczepów bakterii Escherichia 
coli czy Klebsiella pneumoniae, system SOS zaangażowany 
jest w odpowiedź na działanie β-laktamów, niezależną 
od bezpośrednich uszkodzeń DNA. W jej wyniku docho-
dzi do przejściowego zatrzymania wzrostu bakterii, co 
uniemożliwia działanie antybiotyków, gdyż działają one 
jedynie w fazie podziałów komórkowych. Stosowanie 
subinhibicyjnych stężeń antybiotyków, wywołujących in-
dukcję systemu SOS, sprzyja powstawaniu licznych mu-
tacji genomu w komórkach bakterii, dzięki którym mogą 
lepiej adaptować się do środowiska [21]. Wytworzenie 
nowych cech adaptacyjnych bakterii w obecności antybio-
tyków jest tym bardziej niebezpieczne, że informacje za-
warte w materiale genetycznym lekoopornych szczepów 
przekazywane są do innych komórek prokariotycznych 
poprzez horyzontalny transfer genów, w wyniku czego 
dochodzi do rozprzestrzeniania genów lekooporności 
[21,24]. Nie bez znaczenia jest tu również niewłaściwe lub 
nadmierne stosowanie antybiotyków. Choć prowadzone 
są programy mające na celu edukację społeczną odnośnie 

Tabela 2b. Wykaz przykładowych związków biologicznie aktywnych w ściekach, wodach powierzchniowych i wodzie pitnej.

Grupa terapeutyczna Związek Źródło Stężenie [ng/l] Kraj Piśmiennictwo

NLPZ
ketoporfen wody powierzchniowe 43-1567 Hiszpania (Madryt) [14]
ketoprofen wody powierzchniowe 6-47 Polska [16]

Leki regulujące gospodarkę lipidową
bezafibrat

wody powierzchniowe
234-2315 Hiszpania (Madryt) [14]

kwas klofibrowy 24-185 Hiszpania (Madryt) [14]
gemfibrozil 1113-5192 Hiszpania (Madryt) [14]

Leki przeciwbólowe i przeciw-gorączkowe
paracetamol

wody powierzchniowe
117 Hiszpania (Walencja) [12]
188-2813 Hiszpania (Madryt) [14]
2,1-12,3 USA (rzeka Tenessee) [10]

ścieki surowe 1,1-20,1 Czechy [15]
woda pitna 210,1 Francja [13]

kodeina wody powierzchniowe 75 Hiszpania (Walencja) [12]

Leki psychotropowe
karbamazepina

wody powierzchniowe 2,9-23,1 USA (rzeka Tenessee) [10]
woda pitna 24 Kanada [13]
woda pitna 60 Niemcy [13]

diazepam woda pitna 10 Wielka Brytania [13]

Związki endorkynnie czynne bisfenol A
wody powierzchniowe

28,7-98,4 Portugalia [17]
4-92 Niemcy [17]

woda pitna 0,099-0,317 Europa, Azja, 
Płn. Ameryka [17]
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stosowania antybiotyków, to jednak w latach 2010-2014 
na terenie UE odnotowywano tendencję wzrostową w 
ich konsumpcji [25]. Z medycznego punktu widzenia, 
zagrożeniem płynącym z lekooporności bakterii będącej 
konsekwencją zwiększonej konsumpcji i obecności anty-
biotyków w środowisku, jest znaczne ograniczenie moż-
liwości terapeutycznych w przypadku chorób o podłożu 
bakteryjnym zarówno ludzi jak i zwierząt [26-28].

Istotnym problemem, równie często poruszanym na 
łamach literatury naukowej, jest zagrożenie dla zdrowia 
wynikające z długotrwałego kontaktu z EDC. Problem 
jest tym większy, że z niektórymi substancjami nie spo-
sób uniknąć kontaktu. Jednym z takich związków jest 
BPA, stosowany w procesie syntezy tworzyw sztucznych 
i obecny w wielu wyrobach jako ich zanieczyszczenie, 
między innymi jako zanieczyszczenie opakowań żyw-
ności, plastikowych zabawek czy artykułów dziecięcych. 
Dodatkowo jest on jednym ze związków EDC wykry-
wanych w wodzie pitnej. BPA wiążąc się z receptorami 
estrogenowymi może działać zarówno jako agonista jak 
i antagonista w estrogenowych szlakach sygnalizacyj-
nych [29]. Po dostaniu się do organizmu człowieka, BPA 
ulega przemianom metabolicznym, polegającym przede 
wszystkim na jego glukuronidacji, odbywającej się w 
wątrobie przy udziale UDP-glukuronylotransferazy (en-
zym II fazy). Inne metabolity BPA mogą powstać także 
na drodze reakcji hydroksylowania przez enzymy I fazy 
metabolizmu z utworzeniem 5-hydroksybisfenolu A lub 
na tworzeniu pochodnej siarczanowej czy glutationowej 
w fazie II [17]. Wielokrotnie dokumentowano obecność 
niezmetabolizowanego BPA w moczu w stężeniach, które 
wahały się od 2,78 ng/l do nawet 4,5 µg/l, w zależności 
od kraju pochodzenia badanych osób. W Stanach Zjedno-
czonych stwierdzono obecność BPA u blisko 93% bada-
nych [17]. BPA był także wykrywalny w osoczu krwi w 
stężeniu od 0,2 ng/l do 20 ng/l, a nawet we krwi pępo-
winowej w stężeniu do 2,6 ng/l [17,30]. Aktywność estro-
genna BPA prowadzi do zaburzeń układu rozrodczego 
zarówno płci żeńskiej, jak i męskiej [31]. Działanie tego 

związku wiąże się między innymi z rozwojem chorób no-
wotworowych piersi lub jajnika. Najnowsze badania do-
tyczące raka jajnika wykazały, iż BPA wiążąc się z recep-
torem estrogenowym ERα, prowadził do uruchomienia 
mechanizmów zwiększających proliferację komórek no-
wotworowych OVCAR-3 i przyspieszających ich metabo-
lizm, głównie procesy glikolizy [32]. BPA zaburza także 
prawidłowe wydzielanie takich hormonów jak gonado-
liberyna (GnRH), lutropina (LH), hormon folikulotropo-
wy (FSH). W jednym z proponowanych mechanizmów, 
BPA stymulując wydzielanie GnRH przez podwzgórze, 
powoduje wzrost wydzielania LH przez komórki gona-
dotropowe przysadki mózgowej i zwiększoną produkcję 
androgenów, prowadząc do upośledzenia rozwoju pę-
cherzyków i w konsekwencji do rozwoju zespołu policy-
stycznych jajników. Zwiększenie wydzielania GnRH, LH 
i FSH prowadzi także do wystąpienia przedwczesnego 
dojrzewania [29,30]. Działanie BPA jest również przyczy-
ną zaburzeń powodujących bezpłodność, wynikających 
z hamowania dwóch ważnych enzymów: aromatazy i 
5α-reduktazy. Hamowanie aromatazy, przekształcającej 
androgeny w estrogeny, prowadzi do obniżenia stężenia 
estradiolu w osoczu krwi, upośledzenia rozwoju oocy-
tu i przebiegu owulacji u organizmów płci żeńskiej [33]. 
Zaburzenie w rozwoju pęcherzyków zwłaszcza na etapie 
fazy folikularnej, może być również wynikiem obniżo-
nej przez BPA ekspresji cykliny E1, cykliny A2 i cykliny 
B1, co przekłada się na zahamowanie cyklu komórkowe-
go pęcherzyka. Ponadto, jak wykazano w badaniach na 
szczurach, BPA indukuje następnie procesy apoptotycz-
ne pęcherzyka poprzez działanie na mechanizmy zależne 
od kaspazy 3 (Rys. 1) [34].

U płci męskiej, 5α-reduktaza jest enzymem odpowie-
dzialnym za przekształcenie testosteronu do dihydroksy-
testosteronu (DHT) a jej hamowanie przez BPA prowadzi 
do zatrzymania tej przemiany, wskutek czego nie docho-
dzi do utworzenia kompleksu receptora androgenowego 
AR z DHT [35]. Osłabia to poziom transkrypcji genów 

Rysunek 1. Wpływ BPA na hamowanie cykliny B1, cykliny A2 i cykliny E1 oraz indukcję apoptozy pęcherzyka folikularnego dojrzewającego u płci żeńskiej (A) oraz 
mechanizm osłabienia transkrypcji genów korespondujących z receptorem AR w skutek hamowania 5α-reduktazy u płci męskiej (B) (na podstawie [34]).
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korespondujących z receptorem AR i w efekcie objawia 
się feminizacją zewnętrznych narządów płciowych [34].

METODY ENZYMATYCZNE 
DEGRADACJI ZANIECZYSZCZEŃ

Intensywny rozwój biotechnologii pozwolił na opraco-
wanie procesów technologicznych, opartych o działanie 
enzymów, które z powodzeniem zastępują tradycyjnie 
znane metody fizykochemiczne bardziej przyjaznymi 
środowisku naturalnemu procesami. Badania prowadzo-
ne na enzymach grzybowych dowiodły ich użyteczności 
w wielu procesach związanych z przemysłem papierni-
czym, tekstylnym i spożywczym, pomimo tego wciąż 
stanowią źródło możliwości w rozwoju innych bioproce-
sów, w tym związanych z bioremediacją. Od dłuższego 
czasu, uwaga wielu badaczy skupiona jest na zastosowa-
niu biokatalizatorów jako remedium na zanieczyszcze-
nia środowiska [3,36]. Jednymi z ciekawszych badanych 
enzymów, są te należące do grupy cytochromów P450. 
Wyróżniają się zdolnością do transformacji szerokiego 
zakresu substratów na drodze reakcji hydroksylacji, de-
alkilacji, epoksydacji, redukcji i dehalogenacji, jednakże 
aktywność tych enzymów na potrzeby biotechnologiczne 
bywa często zbyt niska, co stanowi duże ograniczenie w 
ich stosowaniu [37]. Najczęściej opisywanymi enzyma-
mi grzybowymi o zastosowaniu biotechnologicznym są 
peroksydazy: manganozależna (MnP), chrzanowa (HRP) 
i ligninowa (LiP) oraz lakazy. Skuteczność działania 
tych oksydoreduktaz wielokrotnie potwierdzono w ba-
daniach nad degradacją różnych grup zanieczyszczeń, 
między innymi związków fenolowych, wielopierście-
niowych węglowodorów aromatycznych czy barwników 
syntetycznych o różnorodnej budowie chemicznej. Cie-
kawym zastosowaniem enzymów oksydoredukcyjnych, 
jest także konstrukcja biosensorów, które mogą pomóc 
w lepszym monitorowaniu środowiska pod względem 
obecności konkretnego rodzaju zanieczyszczenia [38]. Ze 
względu na obiecujące wyniki badań, wiele zespołów na-
ukowych najczęściej stosuje enzymy oksydoredukcyjne, 
zwłaszcza lakazę, w pracach nad degradacją związków 
biologicznie czynnych. Zainteresowanie enzymem wy-
nika z przyjaznych środowisku warunków katalizowa-
nych reakcji, gdyż lakaza wymaga do działania jedynie 
obecności tlenu cząsteczkowego, w przeciwieństwie do 

peroksydaz, wymagających obecności nadtlenku wodoru 
oraz dodatkowo jonów Mn2+ jak w przypadku MnP. Pro-
ste warunki reakcji w połączeniu z niską specyficznością 
substratową sprawiają, że zastosowanie lakazy jako kata-
lizatora transformacji związków biologicznie aktywnych 
jest obiecującym rozwiązaniem [39,40]. Mimo niskiej 
specyficzności substratowej, budowa chemiczna degra-
dowanej substancji jest niezwykle istotnym czynnikiem 
dla wydajnego przebiegu reakcji. Kluczowa jest tu obec-
ność grup funkcyjnych, takich jak grupy aminowe, me-
toksylowe, hydroksylowe, sulfonowe czy karboksylowe, 
dzięki którym utlenianie substratu przez lakazę przebie-
ga znacznie łatwiej. Najprostsze substraty mogą zostać 
utlenione w bezpośredniej reakcji z enzymem, podczas 
gdy związki o bardziej złożonej budowie i nieposiadające 
reaktywnych grup funkcyjnych, nie stanowią odpowied-
nich substratów dla lakazy, co wymaga w takiej sytuacji 
obecności tzw. mediatorów reakcji, czyli związków po-
średniczących w wymianie elektronów pomiędzy lakazą 
a złożonym substratem (Rys. 2) [41].

Dostępne są również informacje o skuteczności dzia-
łania innych oksydoreduktaz, jak na przykład perok-
sydazy MnP czy peroksydazy HRP, które były badane 
jako potencjalne biokatalizatory transformacji substancji 
biologicznie aktywnych. Dodatkowym atutem enzymów 
jest możliwość ich stosowania w formie unieruchomio-
nej na różnego typu nośnikach, co ma na celu poprawę 
ich stabilności w niekorzystnych warunkach wartości pH 
lub temperatury oraz przy wysokim, często toksycznym 
dla enzymów, stężeniu substratów [42]. Ze względu na 
częstość występowania oraz powodowane konsekwencje 
zdrowotne, bisfenol A jest jednym z najczęściej badanych 
związków w kontekście degradacji enzymatycznej. Ze 
względu na obecność grup hydroksylowych w cząsteczce 
BPA, może być on rozpatrywany jako naturalny substrat 
dla lakazy i może ulegać tym samym bezpośredniemu 
utlenieniu. Wydajną eliminację BPA uzyskano w bada-
niach prowadzonych z zastosowaniem lakazy grzybo-
wej z Coriolopsis polyzona, unieruchomionej na nanoczą-
steczkach krzemionkowych [43] oraz lakazy z Trametes 
versicolor, stosowanej w formie unieruchomionej na na-
nocząsteczkach, w tym na nanorurkach węglowych, w 
przypadku których odnotowano ponad 80% wydajność 
bezpośredniej degradacji BPA w porównaniu do lakazy 

Rysunek 2. Struktura chemiczna przykładowych związków badanych w enzymatycznym rozkładzie przy udziale lakazy (opracowanie własne).
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wolnej, dla której odnotowano 55% wydajność [44-46]. 
Mimo, iż BPA może być bezpośrednio utleniany przez 
lakazę, zastosowanie mediatorów reakcji może nie tylko 
poprawić wydajność tego procesu, ale także powodo-
wać powstanie innych produktów transformacji. Daâsi 
i współpracownicy, wykazali wpływ obecności HBT na 
proces degradacji BPA przez lakazę z Coriolopsis gallica. 
W obecności mediatora HBT oprócz przyspieszenia reak-
cji zaobserwowano powstawanie między innymi kwasu 
pirogronowego i kwasu piroglutaminowego, jako pro-
duktów pośrednich reakcji, podczas gdy przy braku HBT 
odnotowano powstawanie kwasu hydroksymasłowego 
[47]. Innymi enzymami stosowanymi w degradacji BPA 
były peroksydazy MnP i HRP [48]. Pomimo, że mecha-
nizm działania lakaz i peroksydaz jest odmienny to we 
wszystkich biotransformacjach obserwowano pojawie-
nie się 4-izopropenylofenolu jako produktu pośredniego 
przemian BPA. W jednym z modeli mechanizmów reakcji 
zaproponowano, iż BPA zostaje bezpośrednio utleniony 
przez lakazę do formy rodników fenoksylowych, które 
następnie tworzą dimery, trimery, a w końcu oligomery 
homomolekularne, połączone wiązaniami typu węgiel-
-węgiel lub węgiel-tlen [49].

Istotność stosowania mediatorów wykazano także w 
badaniach nad degradacją enzymatyczną bardziej złożo-
nych struktur na przykładzie tetracyklin. Stosując wolną 
lakazę z Phanerochaete chrysosporium jako katalizatora re-
akcji, odnotowano maksymalnie 48% wydajność rozkładu 
tych antybiotyków, podczas gdy dla peroksydazy MnP 
z T. versicolor w 4-krotnie krótszym czasie uzyskano od 
84% do 100% degradacji w zależności od badanej tetracy-
kliny. Najlepsze wyniki uzyskano w reakcji prowadzonej 
przez lakazę w obecności mediatora (HBT), dzięki czemu 
możliwy był bardzo wydajny, całkowity rozkład wszyst-
kich badanych form tetracykliny w czasie maksymalnie 
60 minut [50]. Antybiotyki z tej grupy badano także z za-
stosowaniem lakazy z Cerrena unicolor, unieruchomionej 

w postaci nierozpuszczalnych agregatów (CLEA, ang. 
cross-linked enzyme aggregates). Wynikiem doświadczenia 
było całkowite usunięcie tetracykliny (TC) (stężenie 100 
µg/ml) w ciągu 48 godzin, przy czym ponad 80% degra-
dacji związku odnotowano w pierwszych 12 godzinach 
reakcji [51]. Analizując skład mieszaniny reakcyjnej pod 
względem liczby i budowy powstających produktów z 
zastosowaniem techniki LC-TOF MS (ang. Liquid Chroma-
tography Time of Flight Mass Spectrometry) zaproponowano 
trójetapowy przebieg procesu [51] (Rys. 3).

Rozkład TC, oksytetracykliny (OTC) i chlorotetracy-
kliny badany był także w środowisku osadów rzecznych 
zawierających dodatek antybiotyków o znanym stężeniu 
(100 mg/kg osadu). Reakcję prowadzono w bioreakto-
rach w obecności wolnej i kapsułkowanej w alginianie 
lakazy z Pleurotus eryngii. Wyniki doświadczenia wska-
zały, że badane związki z osadów zostały usunięte w 
97% przez lakazę wolną i w 99% przez formę unierucho-
mioną. Autorzy pracy zaznaczają, że otrzymane wyniki 
mogą być spowodowane nie tylko działaniem lakazy, ale 
także biodegradacją tetracykliny przez obecne w osadach 
mikroorganizmy [52]. Związkiem wyjątkowo trudnym 
do degradacji przy użyciu lakazy grzybowej jest karba-
mazepina (CBZ), w przypadku której stosowanie media-
tora reakcji jest absolutnie konieczne. Potwierdzono to 
w badaniach degradacji CBZ przez lakazę z T. versicolor. 
Stosowanie mediatora w postaci kwasu p-kumarowego 
podniosło wydajność reakcji z 5% (bez mediatora) do po-
nad 30%. Jeszcze większą wydajność uzyskano stosując 
lakazę unieruchomioną, dzięki której wydajność proce-
su wzrosła do 60% [53]. Wyniki przedstawionych prac 
wskazują na zwiększoną wydajność procesu degradacji 
przy użyciu lakazy w formie unieruchomionej. Pomimo, 
iż naukowcy zwracają uwagę na możliwość częściowej 
adsorpcji związku na stosowanym nośniku, to jednak nie 
bez znaczenia jest większa stabilność lakazy, spowodo-
wana jej unieruchomieniem tak jak w przypadku enzy-

Rysunek 3. Proponowany mechanizm utleniania tetracykliny przez unieruchomioną lakazę z Cerrena unicolor; TP 459, TP 431; TP 396 – produkty biotransformacji tetra-
cykliny (na podstawie [51]).
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matycznego rozkładu triklozanu (TCS) przez lakazę z T. 
versicolor unieruchomioną na chitozanie [42]. Zaobser-
wowano 100% rozkład TCS przez unieruchomiony bio-
katalizator w ciągu 6 h w porównaniu do lakazy wolnej, 
dla której uzyskano jedynie 60% wydajność procesu. Po-
miary aktywności obu lakaz po zakończonym procesie 
wykazały 45% spadek aktywności lakazy wolnej i brak 
zmian aktywności lakazy unieruchomionej, co przełożyło 
się na większą wydajność procesu degradacji. Jednocze-
śnie prowadzono także prace nad ustaleniem mechani-
zmu tego procesu. Wskutek działania lakazy dochodzi do 
pęknięcia wiązania eterowego w cząsteczce triklozanu i 
utworzenia 2,4-dichlorofenolu (2,4-DCP), który następnie 
ulega oligomeryzacji z uwolnieniem chloru [42]. Podobne 
wnioski wyciągnęli Jahangiri i współpracownicy, testują-
cy jako katalizator wolną lakazę z T. versicolor oraz Pho-
ma sp., którzy stwierdzili możliwość wystąpienia dwóch 
szlaków enzymatycznej transformacji triklozanu. Pierw-
szym z nich było wspomniane pęknięcie wiązania etero-
wego z utworzeniem cząsteczki monochlorokatecholu i 
2,4-dichlorofenolu, który ulegał następnie sprzęganiu z 
pozostałymi cząsteczkami TCS. Szlak ten stanowił jednak 
mniejszy procent całej reakcji. Znacznie większy udział w 
transformacji TCS miała natomiast dimeryzacja form rod-
nikowych TCS powstających z bezpośredniego utleniania 
związku przez lakazę. Mimo takiego samego mechani-
zmu transformacji, jej wydajność różniła się w zależności 
od lakazy i wynosiła 53% dla lakazy z T. versicolor i 41% 
dla lakazy z Phoma sp. (Rys. 4) [54].

Oksydoreduktazy grzybowe badano także pod kątem 
degradacji niesteroidowych leków przeciwzapalnych, 
takich jak DCF, który był wydajnie rozkładany zarówno 
przez unieruchomione lakazy (Pleurotus florida oraz T. 
versicolor), jak i peroksydazę LiP z P. chrysosporium [55-
57]. W badaniach prowadzonych z użyciem peroksyda-
zy HRP zidentyfikowano produkt reakcji transformacji 
DCF, którym był diklofenako-2,5-iminochinon [58]. Roz-
kład pozostałych związków z grupy NLPZ, β-blokerów, 
fibratów czy środków psychotropowych badano między 
innymi z zastosowaniem unieruchomionej rekombino-
wanej lakazy z Aspergillus oryzae, działającej w obecności 

aldehydu syryngowego a wydajność procesu dla wszyst-
kich związków nie była mniejsza niż 60% [40]. Ciekawym 
rozwiązaniem było także zastosowanie kilku enzymów 
oksydoredukcyjnych takich jak lakazy, peroksydazy hy-
brydowej (VP), i oksydazy glukozy (GO), unieruchomio-
nych razem w postaci nierozpuszczalnych agregatów. 
Badania były prowadzone przez Touahar i współpracow-
ników [59], w kierunku rozkładu mieszaniny zanieczysz-
czeń, w skład których wchodziły wymienione wcześniej 
związki biologicznie aktywne. Uzyskane wyniki wskaza-
ły na skuteczność działania unieruchomionych enzymów 
głównie wobec naproksenu, kwasu mefenamowego, di-
klofenaku, indometacyny i paracetamolu. Ten ostatni 
związek, obecny w próbkach ścieków, był rozkładany 
przez agregaty wspomnianych enzymów z 25% skutecz-
nością [59]. Paracetamol poddano również transformacji 
z użyciem agregatów złożonych z lakazy i tyrozynazy, 
którymi działano na próbki ścieków komunalnych oraz 
szpitalnych usuwając odpowiednio do 100% i do 90% pa-
racetamolu [60].

Mimo wydajnej degradacji zanieczyszczeń na drodze 
biokatalizy, metabolity powstające podczas tych pro-
cesów mogą być równie aktywne biologicznie a nawet 
być bardziej toksyczne niż substancje wyjściowe [61]. W 
związku z tym, niemal nieodłącznym elementem badań 
nad degradacją związków aktywnych biologicznie są te-
sty toksyczności produktów otrzymanych w wyniku re-
akcji transformacji. W ocenie toksyczności wody stosuje 
się wiele testów z użyciem organizmów żywych, od bak-
terii i grzybów, przez glony oraz rośliny, po drobne bez-
kręgowce i ryby [19]. Najczęściej jednak, do podstawowej 
oceny toksyczności badanej substancji stosuje się meto-
dy oparte o hamowanie metabolizmu i wzrostu różnych 
szczepów bakteryjnych. Jedną z najpopularniejszych me-
tod, jest test toksyczności środowiskowej z zastosowa-
niem bakterii luminescencyjnych Vibrio fisheri. Zdolność 
do bioluminescencji wynika z obecności w ich komórkach 
enzymu lucyferazy, utleniającej tlenem cząsteczkowym 
nukleotyd FMNH2 i alifatyczny aldehyd długołańcucho-
wy do nietrwałego kompleksu, emitującego fotony pod-
czas rozpadu. Im większa jest toksyczność badanej sub-

Rysunek 4. Proponowane szlaki transformacji triklozanu z udziałem lakazy z T. versicolor i Phoma sp. W wyniku utlenienia TCS dochodzi do utworzenia formy rodnikowej 
ulegającej dimeryzacji lub pęknięcia wiązania eterowego i sprzęgania 2,4-dichlorofenolu z TCS (na podstawie [54]).
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stancji, tym bardziej metabolizm bakterii zostaje zakłóco-
ny, co przekłada się na spadek intensywności świecenia 
[19,62]. Dodatkowymi metodami są także badania hamo-
wania wzrostu mikroorganizmów przez badane substan-
cje, a w niektórych przypadkach także analizy aktywno-
ści estrogennej. W teście bioluminescencji wykazano mię-
dzy innymi niską toksyczność produktów powstałych po 
transformacjach pirimidonu, karbamazepiny oraz ibu-
profenu przez lakazę z A. oryzae, zwracając jednocześnie 
uwagę na problem zwiększonej toksyczności próbek tych 
związków, degradowanych w obecności mediatorów 
[63]. Mimo, iż mediatory reakcji są nieodzownym ele-
mentem w enzymatycznych reakcjach degradacji mikro-
zanieczyszczeń katalizowanych przez lakazę, ich utlenie-
nie wiąże się z produkcją reaktywnych rodników, które 
oprócz udziału w tworzeniu metabolitów, negatywnie 
oddziałują także na inne biocząsteczki wywołując efekt 
toksyczny [63]. Stąd też, podczas opracowania metodyki 
rozkładu zanieczyszczeń z udziałem mediatorów, należy 
wziąć pod uwagę dobranie ich odpowiedniego stężenia, 
aby zapewnić możliwie najbardziej wydajny przebieg re-
akcji z jednoczesnym ograniczeniem toksyczności. Jedną 
z takich propozycji przedstawili Nguyen i współpracow-
nicy [40] w badaniach nad degradacją różnego rodzaju 
mikrozanieczyszczeń w obecności aldehydu syryngowe-
go (SA). Wykazali oni zależności między obecnością SA 
podczas reakcji degradacji a zwiększeniem stopnia tok-
syczności mieszanin po reakcji. Ponadto zaproponowali, 
iż w przypadku rozkładu mikrozanieczyszczeń w stęże-
niu 50 µg/l, stężenie SA nie powinno przekraczać 10 µM, 
ponieważ dalsze zwiększenie stężenia SA przekładało się 
tylko na wzrost toksyczności otrzymanych produktów 
[40]. Podobne obserwacje udokumentowano także w ba-
daniach nad degradacją różnych grup antybiotyków w 
obecności 10 µM i 100 µM SA [61]. Skuteczność enzyma-
tycznej degradacji zanieczyszczeń bez udziału mediato-
ra, wykazano natomiast w badaniach TCS, którego me-
tabolity otrzymane po 72-godzinnej reakcji przy udziale 
lakazy z Phoma sp., powodowały jedynie 11% zahamo-
wanie wzrostu bakterii Escherichia coli K12 [54]. Szczep 
ten stosowano także w badaniach toksyczności metabo-
litów powstałych w degradacji TC i OTC, na podstawie 
których wykazano skuteczność w obniżaniu aktywności 
tych antybiotyków. Poddając bakterie działaniu metabo-
litów otrzymanych po 48 godzinach reakcji, uzyskano 6% 
i 7% zahamowanie wzrostu E. coli odpowiednio przez TC 
i OTC. Dodatkowe testy przy zastosowaniu mikroorga-
nizmów bardziej wrażliwych na działanie antybiotyków, 
jakimi są bakterie z rodzaju Bacillus wykazały nieznacz-
nie większy stopnień hamowania wzrostu w obecności 
tetracykliny i oksytetracykliny, odpowiednio 8% i 7% 
[51]. W niektórych badaniach są stosowane obie metody 
– hamowania bioluminescencji i hamowania wzrostu mi-
kroorganizmów, w celu dokładniejszej oceny toksyczno-
ści otrzymanych produktów. W badaniach dotyczących 
rozkładu hormonów, oprócz standardowych testów tok-
syczności prowadzi się także testy aktywności estrogen-
nej produktów degradacji. Dzięki takim testom, Spina i 
współpracownicy [64] wykazali nie tylko efektywność w 
usuwaniu, ale i detoksyfikacji wielu zanieczyszczeń, w 

tym 17β-estradiolu, którego produkty uzyskane w proce-
sie biokatalizy nie wykazały aktywności estrogennej [64].

PODSUMOWANIE

Zaburzenie równowagi ekosystemów, rozwój chorób 
związanych z nieprawidłowym działaniem układu endo-
krynnego i lekooporność mikroorganizmów sprawiają, że 
zanieczyszczenia związkami biologicznie aktywnymi są 
obecnie realnym zagrożeniem dla wielu organizmów ży-
wych, w tym także człowieka. W związku z niewystarczają-
cą wydajnością degradacji tych zanieczyszczeń standardo-
wymi metodami fizykochemicznymi, skutecznym rozwią-
zaniem może okazać się zastosowanie biokatalizy z udzia-
łem niskospecyficznych enzymów oksydoredukcyjnych 
otrzymanych z grzybów ligninolitycznych, głównie lakazy 
grzybowej. Skala prowadzonych badań oraz skuteczność 
testowanych metod dają szansę na opracowanie procesów 
pozwalających na eliminację związków biologicznie aktyw-
nych, a tym samym ochronę zarówno otaczającego środo-
wiska jak i człowieka.
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ABSTRACT
Pharmaceuticals and other biologically active substances are produced in increasing numbers. Because of increased usage and improper stor-
age, they pass into surface water, ground water and drinking water directly or through wastewaters. This is a threat to many living organisms, 
including humans, because of hormonal imbalances primarily related to reproductive processes or the problem of microbial drug resistance. 
Due to the scale of the emission and limited possibilities of decomposition of these pollutants by physico-chemical methods it is necessary 
to develop new efficient processes. One of the proposed solutions is the use of tools offered by biocatalysis. Thanks to the biocatalysis pro-
cess, a wide range of biologically active compounds can be removed, by using of enzymes with low substrate specificity and operating in 
environmentally friendly conditions. Recent studies indicate the effectiveness of those methods used in the removal of pollutants of different 
chemical structure, with the formation of non-toxic metabolites.
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