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STRESZCZENIE

rodukowane w coraz wiekszej ilosci, nieprawidlowo skladowane i nadmiernie uzywane

farmaceutyki oraz inne substancje aktywne biologicznie przenikaja bezposrednio lub
przedostaja sie ze sciekow do woéd powierzchniowych, gruntowych i wody pitnej. Stano-
wia tym samym zagrozenie dla wielu organizmow zywych, w tym takze dla czlowieka, ze
wzgledu na zaburzenia rownowagi hormonalnej dotyczacej gléwnie proceséw rozrodczych
lub poprzez zwiekszanie lekoopornosci mikroorganizméw. Ze wzgledu na skale emisji
oraz ograniczone mozliwosci rozkladu tych zanieczyszczefh metodami fizykochemicznymi,
konieczne jest opracowanie nowych i wydajnych proceséw ich eliminacji ze srodowiska.
Jednym z proponowanych rozwiazan jest stosowanie narzedzi oferowanych przez wspoél-
czesna biotechnologie. Proces biokatalizy umozliwia rozklad szerokiej gamy zwiazkéw bio-
logicznie aktywnych, miedzy innymi przy zastosowaniu enzymow o niskiej specyficznosci
substratowej i dzialajacych w przyjaznych srodowisku warunkach reakcji, np. lakazy grzy-
bowej. Ostatnie badania wskazuja na skutecznoé¢ stosowanych metod biokatalitycznych w
usuwaniu zanieczyszczen o zr6znicowanej budowie chemicznej, z utworzeniem nietoksycz-
nych metabolitow.

WPROWADZENIE

Rozwdj wspolczesnego przemystu oraz stale rosnace tempo zycia sa czyn-
nikami, ktére nie pozostaja obojetne dla srodowiska naturalnego. Wéréd wielu
réznych zanieczyszczen generowanych przez rozwijajaca sie gospodarke mozna
znalez¢ tzw. mikrozanieczyszczenia, czyli ladowe stezenia substancji biologicz-
nie czynnych, ktére coraz $mielej uwaza sie za gtéwna przyczyne wymierania
organizmow. Przewazajacqg czes¢ tego typu zanieczyszczen stanowia rozne gru-
py farmaceutykéw, w tym tatwo dostepne leki bez recepty. Duzym zagrozeniem
dla organizméw zywych sa miedzy innymi zwiazki zakt6cajace prawidiowe
funkcjonowanie ukladu hormonalnego (EDC, ang. Endocrine Disruptor Compo-
unds), obecne w réznego rodzaju wyrobach codziennego uzytku wykonanych
z tworzyw sztucznych, w tym w opakowaniach na zywnoé¢ [1]. Dodatkowym
problemem jest mato efektywna degradacja zwigzkéw biologicznie aktywnych
z zastosowaniem metod fizykochemicznych, spowodowana réznorodnoscia ich
budowy chemicznej [2]. W zwigzku z tym, wiele zespotléw naukowych ukierun-
kowato swoje badania na opracowanie metod usuwania zwigzkéw biologicznie
aktywnych droga biokatalizy, jako rozwiazania o wiekszej wydajnosci. Biopro-
cesy oparte o dzialanie catych komérek mikroorganizméw maja pewne ograni-
czenia, gtéwnie dotyczace utrzymania wzrostu i funkcji zywych komoérek. Al-
ternatywnym rozwigzaniem jest biokataliza oparta na dziataniu wyizolowanych
enzyméw. W poréwnaniu do tradycyjnych metod degradacji zanieczyszczen,
jak rowniez niektérych metod mikrobiologicznych, w trakcie proceséw katalizo-
wanych przez enzymy rzadko dochodzi do tworzenia toksycznych produktow
ubocznych reakcji. Enzymy, zwlaszcza unieruchomione na nierozpuszczalnych
nosnikach, wykazuja takze wieksza odpornos¢ na dziatanie niekorzystnych wa-
runkéw reakcji, w tym rozpuszczalnikéw organicznych czy surfaktantéw, do-
dawanych w celu zwiekszenia biodostepnosci zanieczyszczeri. Ponadto, dzieki
metodom inzynierii genetycznej mozliwe jest opracowanie enzyméw rekom-
binowanych o zwiekszonej stabilnosci i/lub aktywnosci, co dodatkowo obni-
za koszty procesu [3]. Biokataliza enzymatyczna jest wydajnym narzedziem w
stosowanych procesach technologicznych, z ktérych wiele opiera sie gtéwnie na
dzialaniu enzymoéw z klasy hydrolaz. Na szczegélng uwage zastuguja roéwniez
enzymy z klasy oksydoreduktaz, ktére s3 uzywane w przemysle tekstylnym i
papierniczym, ale dzieki swojej uniwersalnosci moga by¢ takze rozpatrywane
jako katalizatory w procesach zwigzanych z bioremediacja.
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GRUPY I ZRODEA ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE
AKTYWNYCH W SRODOWISKU WODNYM

KLASYFIKACJA ZANIECZYSZCZEN

Zanieczyszczenia zwigzkami biologicznie aktywnymi
stanowia zlozona mieszanine, farmaceutykéw i innych
zwigzkéw syntetycznych o zréznicowanej budowie che-
micznej i wlasciwosciach. Na stezenie tych zwigzkéw w
srodowisku maja wplyw zaréwno ograniczone mozliwosci
ich rozkfadu, ale takze wysoka emisja spowodowana co-
raz wieksza konsumpcja, wynikajaca z fatwej dostepnosci
niektérych grup lekow. Wsréd tych zwiazkéw znajduja sie
popularne leki bez recepty oraz terapeutyki czesto stosowa-
ne w okreslonych jednostkach chorobowych, jak réwniez
zwigzki o dzialaniu biologicznym stanowigce zanieczysz-
czenia obecne m. in w wyrobach wykonanych z tworzyw
sztucznych. Zwiazki te mozemy podzieli¢ na nastepujace

grupy [24]:

* niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ): stosowa-
ne w stanach przeziebienia i grypy leki przeciwbélowe
i przeciwzapalne (ibuprofen, kwas acetylosalicylowy),
stosowane typowo w stanach zapalnych miesni i stawéw
oraz w chorobie reumatoidalnej (diklofenak, ketoprofen,
naproksen);

¢ inne leki przeciwbdlowe i przeciwgoraczkowe: paraceta-
mol;

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

e P-blokery: atenolol, metoprolol, propranolol, stosowane
w chorobach kardiologicznych takich jak choroba niedo-
krwienna serca, arytmia, nadciénienie tetnicze;

¢ leki psychotropowe: karbamazepina, diazepam;

¢ lekiregulujace gospodarke lipidowa bedace pochodnymi
kwasu fibrynowego (kwas klofibrowy, bezafibrat, gem-
fibrozil), stosowane jako Srodki ograniczajace synteze
kwasow tluszczowych w watrobie oraz synteze choleste-
rolu;

* hormony plciowe (estrogeny): estron, 17p-estradiol, es-
triol (naturalne), etinyloestradiol (syntetyczny), stano-
wigce skfadnik §rodkéw antykoncepcyjnych i lekéw w
hormonalnej terapii zastepczej;

* inne zwigzki endokrynnie czynne (EDC): fito- i metalo-
estrogeny, pestycydy i zwigzki syntetyczne (bisfenol A),
ktére zaburzajg prawidlowe funkcjonowanie ukladu hor-
monalnego.

ZRODLA ZANIECZYSZCZEN
Zrodta zwiazkéw biologicznie aktywnych w $rodowi-
sku wodnym mozna podzieli¢ na trzy grupy: (1) scieki, (2)

sktadowiska odpadéw i (3) odcieki z gospodarstw rolnych
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bezposrednio trafiajace do wod gruntowych. Do pierwszej
grupy, majacej najwiekszy wplyw na emisje zanieczysz-
czen, zaliczane s3 $cieki przemystowe, a przede wszystkim
Scieki komunalne, zawierajace leki wydalone z organizmu
w formie niezmienionej lub w postaci metabolitow powsta-
tych na drodze detoksykacji zachodzacej w organizmach
zywych (Tab. 1).

Podczas procesu detoksykacji w organizmie ludzkim,
pewna czes¢ dawki leku ulega przemianom metabolicz-
nym I i II fazy, ktére przeksztalcaja substancje z lipofilo-
wej, niepolarnej i wolniej wydalanej formy, w mniej tok-
syczna forme hydrofilowa i polarng, tatwa do usuniecia
z organizmu [6,7]. Do fazy I zaliczane sa procesy utlenia-
nia, redukcji i hydrolizy, natomiast w fazie II dochodzi do
sprzegania powstajacych substancji ze zwigzkami endo-
gennymi obecnymi w organizmie, np. z kwasem glukuro-
nowym i utworzenia metabolitéw wydalanych nastepnie
z moczem lub zéiciag. W pewnych warunkach, produkty
sprzegania moga ponownie przeksztalci¢ sie do formy
wyjéciowej leku stwarzajac zagrozenie dla srodowiska
[2,6]. Czesé leku nie jest metabolizowana i jako taka jest
usuwana z organizmu, a nastepnie trafia do $ciekow i wod
gruntowych. Na obecnoséé farmaceutykéw w sciekach ko-
munalnych ma takze wplyw nieprawidlowa utylizacja
przeterminowanych lekéw, wyrzucanych do umywalek
czy toalet. Szczegélnym przypadkiem sciekéw komu-
nalnych sa Scieki szpitalne, w ktérych stezenie réznego
rodzaju farmaceutykéw jest znacznie wieksze w poréw-
naniu ze stezeniami emitowanymi z gospodarstw domo-
wych [4]. Standardowe oczyszczalnie nie sg przystoso-
wane do usuwania tego typu $ladowych zanieczyszczen,
w zwiazku z czym, leki trafiaja do srodowiska wodnego
wprost z oczyszczalni lub sa skladowane na wysypiskach
jako osad éciekowy i stanowia kolejne Zrédlo zanieczysz-

Tabela 1. Wykaz metabolitéw niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych po-
wstajacych podczas biotransformacji w organizmie cztowieka (na podstawie: [5]).

Metabolity powstate podczas biotrans-

Substancja wyjéciowa formacii

4-hydroksydiklofenak
5-hydroksydiklofenak
1-hydroksyibuprofen

diklofenak

2-hydroksyibuprofen

ibuprofen 1,2-hydroksyibuprofen

ibuprofenol

octan ibuprofenolu

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-
O

6-O-desmetylonaproksen

ketoprofen

naproksen )
siarczan 6-O-desmetylonaproksen
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czen zwigzkami biologicznie aktywnym [1]. Roczna ilos¢
odpadéw w postaci lekéw, trafiajacych na wysypiska w
Polsce szacuje sie na ponad 5 tysiecy ton. Oprécz nich,
wysypiska sa gléwnym Zrédlem zanieczyszczer zwigz-
kami endokrynnie czynnymi, na czele z bisfenolem A
(BPA), ktoéry jest powszechnie stosowany w produkcji
wyroboéw plastikowych typu PET z poli(tetraftalanu ety-
lenu). Trzecim zrédiem zanieczyszczenn zwigzkami bio-
logicznie aktywnymi sg gospodarstwa rolne, w ktérych
stosuje sie miedzy innymi naturalne nawozy pochodze-
nia zwierzecego. Leki weterynaryjne wydalane sa przez
zwierzeta hodowlane i w ten spos6b dostaja sie do gleby
i do wéd gruntowych [1,7]. Zaobserwowano istnienie zja-
wiska sezonowosci wystepowania zanieczyszczen Scie-
kéw zwigzkami biologicznie aktywnymi, polegajacej na
obnizeniu ich stezenia latem i wzro$cie stezenia w okresie
jesienno-zimowym. Zjawisko to ma zwigzek z szybszym
tempem degradacji zanieczyszczeri w okresie letnim, wy-
nikajacym z podwyzszonej temperatury Sciekéw oraz
zwiekszonym stopniem fotolizy substancji wrazliwych

na dzialanie $wiatta stonecznego. Drugim czynnikiem
wplywajacym na sezonowos¢ emisji, jest zwiekszone sto-
sowanie niektérych srodkéw, gléwnie NLPZ, jesienia i
zimg, czyli w okresie podwyzszonej zachorowalnosci na
przeziebienie i grype [5]. Stezenie okreslonych grup za-
nieczyszczenn w Sciekach, wodach gruntowych i wodzie
pitnej, jest rowniez zmienne w zaleznosci od badanego
kraju oraz jego regionu (Tab. 2a, 2b).

WPLYW NA ORGANIZMY ZYWE

Szereg substancji znajdujacych sie w sciekach i in-
nych odpadach przedostajac sie do srodowiska, stanowi
zagrozenie nie tylko dla organizméw zamieszkujacych
wody powierzchniowe, ale takze dla zwierzat i ludzi ko-
rzystajacych z zanieczyszczonych zasobéw wody pitnej.
Szkodliwe dziatanie zwiazkéw biologicznie aktywnych
zaczyna sie juz na poziomie mikroorganizméw. Przy-
ktadem s cyjanobakterie, ktére sa organizmami bardzo
wrazliwymi na dziatanie antybiotykéw, miedzy innymi
tetracyklin, amoksycyliny czy spiramycyny [5]. Oprécz

Tabela 2a. Wykaz przyktadowych zwigzkéw biologicznie aktywnych w éciekach, wodach powierzchniowych i wodzie pitnej.

Grupa terapeutyczna  Zwiazek Zrodto

cefaleksyna Scieki surowe

cefaklor Scieki surowe

norfloksacyna

wody powierzchniowe

Scieki surowe

sulfametoksazol
wody powierzchniowe

wody powierzchniowe

triklozan woda pitna

Stezenie [ng/1] Kraj Pismiennictwo

4600 Australia [9]

Australia [9]

Francja (Sekwana) [11]
1,83-11,40 Wrtochy [8]
360* Australia [9]

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

734 USA

metoprolol

wody powierzchniowe

{3-blokery
Scieki surowe
diklofenak wody powierzchniowe

woda pitna

Scieki surowe

naproksen . .
& wody powierzchniowe

ketoprofen Scieki surowe

*stezenie podane w ng/1
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25-76

Hiszpania (Madryt)

3,7-17,1 Czechy
313-3363 Hiszpania (Madryt) [14]
17-486 Polska [16]

6-35 Niemcy

0,5-3,4
387-3140
25-87

Czechy
Hiszpania (Madryt)
Polska
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Tabela 2b. Wykaz przyktadowych zwigzkéw biologicznie aktywnych w éciekach, wodach powierzchniowych i wodzie pitnej.

Grupa terapeutyczna VASEVISS

Zrodio

Pismiennictwo

Stezenie [ng/1] Kraj

bezafibrat

Leki regulujgce gospodarke lipidowa

gemfibrozil

wody powierzchniowe
woda pitna
woda pitna
woda pitna

karb: i
Leki psychotropowe arbamazepina

diazepam

kwas klofibrowy wody powierzchniowe  24-185

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

1113-5192 Hiszpania (Madryt)  [14]

2,9-23,1 USA (rzeka Tenessee) [10]
24 Kanada [13]
60 Niemcy [13]
10 Wielka Brytania [13]

bakterii, zanieczyszczenia majg negatywny wptyw na ro-
slinnoé¢ wodna, w przypadku ktérej moze dochodzié do
wybielania chloroplastéow lub zahamowania syntezy bia-
tek w wyniku dziatania streptomycyny [18]. W przypad-
ku réznych gatunkéw glonéw, toksyczny efekt, ktérego
konsekwencja jest najczeéciej zahamowanie wzrostu,
obserwowano w przypadku dzialania takich substancji,
jak karbamazepina, fluoksetyna (lek przeciwdepresyj-
ny) oraz fibraty. Ze wzgledu na fakt, ze glony stanowia
podstawe zywieniowa wielu larficuchéw pokarmowych,
ograniczenie ich liczebnoéci moze mie¢ powazne konse-
kwencje dla réwnowagi ekosysteméw wodnych [5]. W
przypadku drobnych organizméw bezkregowych, tok-
syczny efekt dziatania zwigzkéw biologicznie aktywnych
dotyczy najczesciej rozwielitek (Daphnia magna), stano-
wiacych wazny element zooplanktonu i bedacych jednym
z organizméw modelowych w toksykologicznej ocenie
jakosci wody [19]. Efekt toksyczny wobec tego gatunku
obserwowano w badaniach prowadzonych z zastosowa-
niem diklofenaku jak réwniez propranololu oraz karba-
mazepiny, ktére dziataty takze na wioslarki z gatunku
D. longispina. Diklofenak jest zwiazkiem wyrézniajagcym
sie¢ pod wzgledem wysokiej toksycznosci wobec kazdego
organizmu wodnego. W przypadku kregowcéw takich
jak pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss) jego dziatanie
polega gtéwnie na powaznym uszkodzeniu watroby, ne-
rek i skrzeli. Gatunek ten jest réwniez bardzo wrazliwy
na dziatanie naproksenu, karbamazepiny i metaprololu.
Diklofenak okazal sie toksyczny réwniez wobec ciernika
(Gasterosteus aculeatus) powodujac zmiany obserwowa-
ne w obrazie histologicznym nerek [20]. Najczestszym
przykladem szkodliwego dziatania réznego rodzaju le-
koéw jest uposledzenie funkcji uktadu hormonalnego ryb,
objawiajace sie zaburzeniami proceséw spermatogenezy
u karasia zlocistego spowodowane przez naproksen czy
feminizacja samcéw ryb indukowang przez etinyloestra-
diol [18].
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Problemem jest takze rozw6j lekoopornosci u bakterii,
jako wynik obecnosci w srodowisku antybiotykow, w ste-
zeniu okreslanym jako subinhibicyjne [21]. Oznacza to,
ze dawka antybiotyku jest zbyt niska, aby dziata¢ béjczo
na szczepy bakteryjne, ale wystarczajaco duza, aby wy-
wola¢ zmiany zwiazane z odpowiedzia komorki na stres
srodowiskowy poprzez indukcje regulonu RpoS lub sys-
temu SOS. Regulon RpoS zwiazany jest z indukcja zmian
na poziomie transkrypcyjnym, umozliwiajacych zmiane
ksztattu komorki bakteryjnej, zmiane przebiegu szlakéw
metabolicznych czy wytwarzanie czynnikéw wirulencji,
co tacznie ma na celu adaptacje do nowych, niekorzyst-
nych warunkéw srodowiska [22,23]. System SOS zwiaza-
ny jest z odpowiedzia na uszkodzenia DNA zagrazajace
zyciu komorki bakteryjnej, polegajaca na zatrzymaniu
replikacji, podzialéw komoérkowych, procesach napraw-
czych DNA i rekonstrukcji widetek replikacyjnych [21].
Co ciekawe, w przypadku szczepoéw bakterii Escherichia
coli czy Klebsiella pneumoniae, system SOS zaangazowany
jest w odpowiedz na dziatanie -laktamoéw, niezalezna
od bezposrednich uszkodzern DNA. W jej wyniku docho-
dzi do przejsciowego zatrzymania wzrostu bakterii, co
uniemozliwia dzialanie antybiotykéw, gdyz dzialaja one
jedynie w fazie podzialéw komoérkowych. Stosowanie
subinhibicyjnych stezeni antybiotykéw, wywolujacych in-
dukcje systemu SOS, sprzyja powstawaniu licznych mu-
tacji genomu w komoérkach bakterii, dzieki ktérym moga
lepiej adaptowac sie do srodowiska [21]. Wytworzenie
nowych cech adaptacyjnych bakterii w obecnosci antybio-
tykoéw jest tym bardziej niebezpieczne, ze informacje za-
warte w materiale genetycznym lekoopornych szczepéw
przekazywane sg do innych komérek prokariotycznych
poprzez horyzontalny transfer genéw, w wyniku czego
dochodzi do rozprzestrzeniania genéw lekoopornosci
[21,24]. Nie bez znaczenia jest tu réwniez niewlasciwe lub
nadmierne stosowanie antybiotykéw. Cho¢ prowadzone
sg programy majace na celu edukacje spoleczna odnosnie
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stosowania antybiotykéw, to jednak w latach 2010-2014
na terenie UE odnotowywano tendencje wzrostowa w
ich konsumpgji [25]. Z medycznego punktu widzenia,
zagrozeniem plynacym z lekoopornosci bakterii bedacej
konsekwencja zwiekszonej konsumpcji i obecnosci anty-
biotykéw w érodowisku, jest znaczne ograniczenie moz-
liwosci terapeutycznych w przypadku choréb o podiozu
bakteryjnym zaréwno ludzi jak i zwierzat [26-28].

Istotnym problemem, réwnie czesto poruszanym na
tamach literatury naukowej, jest zagrozenie dla zdrowia
wynikajace z dlugotrwatego kontaktu z EDC. Problem
jest tym wiekszy, ze z niektérymi substancjami nie spo-
sob uniknaé¢ kontaktu. Jednym z takich zwigzkéw jest
BPA, stosowany w procesie syntezy tworzyw sztucznych
i obecny w wielu wyrobach jako ich zanieczyszczenie,
miedzy innymi jako zanieczyszczenie opakowan zyw-
nosci, plastikowych zabawek czy artykuléw dzieciecych.
Dodatkowo jest on jednym ze zwigzkéw EDC wykry-
wanych w wodzie pitnej. BPA wiazac sie z receptorami
estrogenowymi moze dziala¢ zaré6wno jako agonista jak
i antagonista w estrogenowych szlakach sygnalizacyj-
nych [29]. Po dostaniu sie do organizmu czlowieka, BPA
ulega przemianom metabolicznym, polegajacym przede
wszystkim na jego glukuronidacji, odbywajacej sie w
watrobie przy udziale UDP-glukuronylotransferazy (en-
zym II fazy). Inne metabolity BPA moga powsta¢ takze
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 obecnosé
niezmetabolizowanego BPA w moczu w stezeniach, ktére
wahaly sie od 2,78 ng/1 do nawet 4,5 pg/1, w zaleznosci
od kraju pochodzenia badanych os6b. W Stanach Zjedno-
czonych stwierdzono obecnoéé¢ BPA u blisko 93% bada-
nych [17]. BPA byl takze wykrywalny w osoczu krwi w
stezeniu od 0,2 ng/1 do 20 ng/1, a nawet we krwi pepo-
winowej w stezeniu do 2,6 ng/1[17,30]. Aktywnos¢ estro-
genna BPA prowadzi do zaburzenn ukladu rozrodczego
zaréwno plci zenskiej, jak i meskiej [31]. Dziatanie tego

zwiazku wiaze si¢ miedzy innymi z rozwojem choréb no-
wotworowych piersi lub jajnika. Najnowsze badania do-
tyczace raka jajnika wykazaty, iz BPA wiazac sie z recep-
torem estrogenowym ERa, prowadzil do uruchomienia
mechanizméw zwiekszajacych proliferacje komérek no-
wotworowych OVCAR-3 i przyspieszajacych ich metabo-
lizm, gtéwnie procesy glikolizy [32]. BPA zaburza takze
prawidlowe wydzielanie takich hormonéw jak gonado-
liberyna (GnRH), lutropina (LH), hormon folikulotropo-
wy (FSH). W jednym z proponowanych mechanizméw,
BPA stymulujac wydzielanie GnRH przez podwzgoérze,
powoduje wzrost wydzielania LH przez komorki gona-
dotropowe przysadki mézgowej i zwiekszong produkcije
androgenéw, prowadzac do uposledzenia rozwoju pe-
cherzykoéw i w konsekwencji do rozwoju zespotu policy-
stycznych jajnikéw. Zwiekszenie wydzielania GnRH, LH
i FSH prowadzi takze do wystgpienia przedwczesnego
dojrzewania [29,30]. Dzialanie BPA jest réwniez przyczy-
na zaburzen powodujacych bezptodnos¢, wynikajacych
z hamowania dwoéch waznych enzyméw: aromatazy i
5a-reduktazy. Hamowanie aromatazy, przeksztalcajacej
androgeny w estrogeny, prowadzi do obnizenia stezenia
estradiolu w osoczu krwi, uposledzenia rozwoju oocy-
tu i przebiegu owulacji u organizméw plci zeniskiej [33].
Zaburzenie w rozwoju pecherzykoéw zwlaszcza na etapie
fazy folikularnej, moze by¢ réwniez wynikiem obnizo-
nej przez BPA ekspresji cykliny E1, cykliny A2 i cykliny
B1, co przektada si¢ na zahamowanie cyklu komoérkowe-
go pecherzyka. Ponadto, jak wykazano w badaniach na
szczurach, BPA indukuje nastepnie procesy apoptotycz-
ne pecherzyka poprzez dzialanie na mechanizmy zalezne
od kaspazy 3 (Rys. 1) [34].

U plci meskiej, Sa-reduktaza jest enzymem odpowie-
dzialnym za przeksztalcenie 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]. Ostabia to poziom transkrypcji genow
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Rysunek 1. Wptyw BPA na hamowanie cykliny B1, cykliny A2 i cykliny E1 oraz indukcje apoptozy pecherzyka folikularnego dojrzewajacego u plci zeriskiej (A) oraz
mechanizm ostabienia transkrypcji genéw korespondujacych z receptorem AR w skutek hamowania 5a-reduktazy u plci meskiej (B) (na podstawie [34]).
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korespondujacych z receptorem AR i w efekcie objawia
sie feminizacja zewnetrznych narzadéw plciowych [34].

METODY ENZYMATYCZNE
DEGRADAC]JI ZANIECZYSZCZEN

Intensywny rozw¢j biotechnologii pozwolit na opraco-
wanie proceséw technologicznych, opartych o dzialanie
enzymoéw, ktére z powodzeniem zastepuja tradycyjnie
znane metody fizykochemiczne bardziej przyjaznymi
srodowisku naturalnemu procesami. Badania prowadzo-
ne na enzymach grzybowych dowiodly ich uzytecznosci
w wielu procesach zwiazanych z przemystem papierni-
czym, tekstylnym i spozywczym, pomimo tego wcigz
stanowia Zrédio mozliwoséci w rozwoju innych bioproce-
séw, w tym zwigzanych z bioremediacja. Od dluzszego
czasu, uwaga wielu badaczy skupiona jest na zastosowa-
niu biokatalizatoréw jako remedium na zanieczyszcze-
nia Srodowiska [3,36]. Jednymi z ciekawszych badanych
enzymoéw, sa te nalezace do grupy cytochroméw P450.
Wyrézniaja sie zdolnoscia do transformacji szerokiego
zakresu substratéw na drodze reakcji hydroksylacji, de-
alkilacji, epoksydacji, redukgcji i dehalogenacji, jednakze
aktywnos¢ tych enzymoéw na potrzeby biotechnologiczne
bywa czesto zbyt niska, co stanowi duze ograniczenie w
ich stosowaniu [37]. Najczesciej opisywanymi enzyma-
mi grzybowymi o zastosowaniu biotechnologicznym sa
peroksydazy: manganozalezna (MnP), chrzanowa (HRP)
i ligninowa (LiP) oraz lakazy. Skutecznos$¢ dzialania
tych oksydoreduktaz wielokrotnie potwierdzono w ba-
daniach nad degradacja réznych grup zanieczyszczen,
miedzy innymi zwiazkéw fenolowych, wielopierscie-
niowych weglowodoréw aromatycznych czy barwnikow
syntetycznych o réznorodnej budowie chemicznej. Cie-
kawym zastosowaniem enzyméw oksydoredukcyjnych,
jest takze konstrukcja biosensoréw, ktére moga pomoc
w lepszym monitorowaniu $rodowiska pod wzgledem
obecnosci konkretnego rodzaju zanieczyszczenia [38]. Ze
wzgledu na obiecujace wyniki badan, wiele zespoléw na-
ukowych najczesciej stosuje enzymy oksydoredukcyjne,
zwlaszcza lakaze, w pracach nad degradacja zwiazkow
biologicznie czynnych. Zainteresowanie enzymem wy-
nika z przyjaznych $rodowisku warunkéw katalizowa-
nych reakcji, gdyz lakaza wymaga do dziatania jedynie
obecnosci tlenu czgsteczkowego, w przeciwienstwie do

peroksydaz, wymagajacych obecnosci nadtlenku wodoru
oraz dodatkowo jonéw Mn?* jak w przypadku MnP. Pro-
ste warunki reakcji w polaczeniu z niska specyficznoscig
substratowa sprawiajq, ze zastosowanie lakazy jako kata-
lizatora transformacji zwigzkéw biologicznie aktywnych
jest obiecujacym rozwiazaniem [39,40]. Mimo niskiej
specyficznosci substratowej, budowa chemiczna degra-
dowanej substancji jest niezwykle istotnym czynnikiem
dla wydajnego przebiegu reakcji. Kluczowa jest tu obec-
nos¢ grup funkcyjnych, takich jak grupy aminowe, me-
toksylowe, hydroksylowe, sulfonowe czy karboksylowe,
dzieki ktérym utlenianie substratu przez lakaze przebie-
ga znacznie latwiej. Najprostsze substraty moga zostac
utlenione w bezposredniej reakcji z enzymem, podczas
gdy zwiazki o bardziej zloZonej budowie i nieposiadajace
reaktywnych grup funkcyjnych, nie stanowia odpowied-
nich substratéw dla lakazy, co wymaga w takiej sytuacji
obecnoséci tzw. mediatoréw reakcji, czyli zwiazkéw po-
$redniczacych w wymianie elektronéw pomiedzy lakaza
a ztozonym substratem (Rys. 2) [41].

Dostepne sa réwniez informacje o skutecznosci dzia-
tania innych oksydoreduktaz, jak na przyklad perok-
sydazy MnP czy peroksydazy HRP, ktére byly badane
jako potencjalne biokatalizatory transformacji substancji
biologicznie aktywnych. Dodatkowym atutem enzymoéw
jest mozliwos¢ ich stosowania w formie unieruchomio-
nej na réznego typu nosnikach, co ma na celu poprawe
ich stabilnosci w niekorzystnych warunkach wartosci pH
lub temperatury oraz przy wysokim, czesto toksycznym
dla enzymoéw, stezeniu substratow [42]. Ze wzgledu na
czestos¢ wystepowania oraz powodowane konsekwencje
zdrowotne, bisfenol A jest jednym z najczesciej badanych
zwigzkéw w kontekscie degradacji enzymatycznej. Ze
wzgledu na obecnosé¢ grup hydroksylowych w czasteczce
BPA, moze by¢ on rozpatrywany jako naturalny substrat
dla lakazy i moze ulega¢ tym samym bezposredniemu
utlenieniu. Wydajng eliminacje BPA uzyskano w bada-
niach prowadzonych z zastosowaniem lakazy grzybo-
wej z Coriolopsis polyzona, unieruchomionej na nanocza-
steczkach krzemionkowych [43] oraz lakazy z Trametes
versicolor, stosowanej w formie unieruchomionej na na-
noczasteczkach, w tym na nanorurkach weglowych, w
przypadku ktérych odnotowano ponad 80% wydajnosé
bezposredniej degradacji BPA w poréwnaniu do lakazy
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Rysunek 2. Struktura chemiczna przyktadowych zwigzkéw badanych w enzymatycznym rozkladzie przy udziale lakazy (opracowanie wilasne).
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Rysunek 3. Proponowany mechanizm utleniania tetracykliny przez unieruchomiong lakaze z Cerrena unicolor; TP 459, TP 431; TP 396 - produkty biotransformaciji tetra-

cykliny (na podstawie [51]).

wolnej, dla ktérej odnotowano 55% wydajnosé¢ [44-46].
Mimo, iz BPA moze by¢ bezposrednio utleniany przez
lakaze, zastosowanie mediatorow reakcji moze nie tylko
poprawi¢ wydajnosé tego procesu, ale takze powodo-
waé powstanie innych produktéw transformacji. Dadsi
i wspotpracownicy, wykazali wptyw obecnosci HBT na
proces degradacji BPA przez lakaze z Coriolopsis gallica.
W obecnosci mediatora HBT oprécz przyspieszenia reak-
cji zaobserwowano powstawanie miedzy innymi kwasu
pirogronowego i kwasu piroglutaminowego, jako pro-
duktéw posrednich reakcji, podczas gdy przy braku HBT
odnotowano powstawanie kwasu hydroksymastowego
[47]. Innymi enzymami stosowanymi w degradacji BPA
byly peroksydazy MnP i HRP [48]. Pomimo, ze mecha-
nizm dzialania lakaz i peroksydaz jest odmienny to we
wszystkich biotransformacjach obserwowano pojawie-
nie sie 4-izopropenylofenolu jako produktu posdredniego
przemian BPA. W jednym z modeli mechanizméw reakcji
zaproponowano, iz BPA zostaje bezposrednio utleniony
przez lakaze do formy rodnikéw fenoksylowych, ktére
nastepnie tworza dimery, trimery, a w koficu oligomery
homomolekularne, potaczone wiazaniami typu wegiel-
-wegiel lub wegiel-tlen [49].

Istotnos¢ stosowania mediatoréw wykazano takze w
badaniach nad degradacja enzymatyczna bardziej ztozo-
nych struktur na przykladzie tetracyklin. Stosujac wolna
lakaze z Phanerochaete chrysosporium jako katalizatora re-
akcji, odnotowano maksymalnie 48 % wydajnosé rozktadu
tych antybiotykéw, podczas gdy dla peroksydazy MnP
z T. versicolor w 4-krotnie krétszym czasie uzyskano od
84% do 100% degradacji w zaleznosci od badanej tetracy-
kliny. Najlepsze wyniki uzyskano w reakcji prowadzonej
przez lakaze w obecnosci mediatora (HBT), dzieki czemu
mozliwy byt bardzo wydajny, catkowity rozklad wszyst-
kich badanych form tetracykliny w czasie maksymalnie
60 minut [50]. Antybiotyki z tej grupy badano takze z za-
stosowaniem lakazy z Cerrena unicolor, unieruchomionej
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w postaci nierozpuszczalnych agregatow (CLEA, ang.
cross-linked enzyme aggregates). Wynikiem do$wiadczenia
bylo catkowite usuniecie tetracykliny (TC) (stezenie 100
pg/ml) w ciagu 48 godzin, przy czym ponad 80% degra-
dacji zwigzku odnotowano w pierwszych 12 godzinach
reakcji [51]. Analizujac sklad mieszaniny reakcyjnej pod
wzgledem liczby i budowy powstajacych produktéow z
zastosowaniem techniki LC-TOF MS (ang. Liquid Chroma-
tography Time of Flight Mass Spectrometry) zaproponowano
tréjetapowy przebieg procesu [51] (Rys. 3).

Rozkiad TC, oksytetracykliny (OTC) i chlorotetracy-
kliny badany byl takze w srodowisku osadéw rzecznych
zawierajacych dodatek antybiotykéw o znanym stezeniu
(100 mg/kg osadu). Reakcje prowadzono w bioreakto-
rach w obecnosci wolnej i kapsutkowanej w alginianie
lakazy z Pleurotus eryngii. Wyniki doswiadczenia wska-
zaly, ze badane zwiazki z osadéw zostaly usuniete w
97% przez lakaze wolna i w 99% przez forme unierucho-
miong. Autorzy pracy zaznaczaja, ze otrzymane wyniki
moga by¢ spowodowane nie tylko dzialaniem lakazy, ale
takze biodegradacja tetracykliny przez obecne w osadach
mikroorganizmy [52]. Zwiazkiem wyjatkowo trudnym
do degradacji przy uzyciu lakazy grzybowej jest karba-
mazepina (CBZ), w przypadku ktorej stosowanie media-
tora reakgji jest absolutnie konieczne. Potwierdzono to
w badaniach degradacji CBZ przez lakaze z T. versicolor.
Stosowanie mediatora w postaci kwasu p-kumarowego
podniosto wydajnos¢ reakcji z 5% (bez mediatora) do po-
nad 30%. Jeszcze wigksza wydajnosé uzyskano stosujac
lakaze unieruchomiona, dzieki ktérej wydajnosé¢ proce-
su wzrosta do 60% [53]. Wyniki przedstawionych prac
wskazuja na zwiekszona wydajnosé procesu degradacji
przy uzyciu lakazy w formie unieruchomionej. Pomimo,
iz naukowcy zwracaja uwage na mozliwos¢ czesciowej
adsorpcji zwigzku na stosowanym noséniku, to jednak nie
bez znaczenia jest wigksza stabilnos¢ lakazy, spowodo-
wana jej unieruchomieniem tak jak w przypadku enzy-

www.postepybiochemii.pl



L =l "

"y

J].-'-qa.a-' J.r:-;__ul W
gz HICS 4 [
@
o, 4 o

pekniecie wiazania eterowego

.

P
1t
S g

dimeryzacja = TCS dimer
- : l
TCS trimer
o .
j!

=]

A

Rysunek 4. Proponowane szlaki transformacji triklozanu z udzialem lakazy z T. versicolor i Phoma sp. W wyniku utlenienia TCS dochodzi do utworzenia formy rodnikowej
ulegajacej dimeryzacji lub pekniecia wigzania eterowego i sprzegania 2,4-dichlorofenolu z TCS (na podstawie [54]).

matycznego rozkladu triklozanu (TCS) przez lakaze z T.
versicolor unieruchomiong na chitozanie [42]. Zaobser-
wowano 100% rozkiad TCS przez unieruchomiony bio-
katalizator w ciggu 6 h w poréwnaniu do lakazy wolnej,
dla ktérej uzyskano jedynie 60% wydajnoé¢ procesu. Po-
miary aktywnosci obu lakaz po zakoriczonym procesie
wykazaty 45% spadek aktywnosci lakazy wolnej i brak
zmian aktywnosci lakazy unieruchomionej, co przelozyto
sie na wieksza wydajnosé¢ procesu degradacji. Jednocze-
$nie prowadzono takze prace nad ustaleniem mechani-
zmu tego procesu. Wskutek dzialania lakazy dochodzi do
pekniecia wiazania eterowego w czasteczce triklozanu i
utworzenia 2,4-dichlorofenolu (2,4-DCP), ktéry nastepnie
ulega oligomeryzacji z uwolnieniem chloru [42]. Podobne
wnioski wyciagneli Jahangiri i wspétpracownicy, testujg-
cy jako katalizator wolna lakaze z T. versicolor oraz Pho-
ma sp., ktorzy stwierdzili mozliwos¢ wystapienia dwoch
szlakéw enzymatycznej transformacji triklozanu. Pierw-
szym z nich bylo wspomniane pekniecie wigzania etero-
wego z utworzeniem czgsteczki monochlorokatecholu i
2,4-dichlorofenolu, ktéry ulegal nastepnie sprzeganiu z
pozostalymi czgsteczkami TCS. Szlak ten stanowil jednak
mniejszy procent calej reakcji. Znacznie wiekszy udziat w
transformaciji TCS miata natomiast dimeryzacja form rod-
nikowych TCS powstajacych z bezposredniego utleniania
zwigzku przez lakaze. Mimo takiego samego mechani-
zmu transformacji, jej wydajnos¢ réznita sie w zaleznosci
od lakazy i wynosita 53% dla lakazy z T. versicolor i 41%
dla lakazy z Phoma sp. (Rys. 4) [54].

Oksydoreduktazy grzybowe badano takze pod katem
degradacji niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych,
takich jak DCF, ktéry byl wydajnie rozktadany zaréwno
przez unieruchomione lakazy (Pleurotus florida oraz T.
versicolor), jak i peroksydaze LiP z P. chrysosporium [55-
57]. W badaniach prowadzonych z uzyciem peroksyda-
zy HRP zidentyfikowano produkt reakcji transformacji
DCEF, ktérym byt diklofenako-2,5-iminochinon [58]. Roz-
klad pozostatych zwigzkéw z grupy NLPZ, B-blokeréw,
fibratéw czy srodkéw psychotropowych badano miedzy
innymi z zastosowaniem unieruchomionej rekombino-
wanej lakazy z Aspergillus oryzae, dzialajacej w obecnosci
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aldehydu syryngowego a wydajnos¢ procesu dla wszyst-
kich zwigzkéw nie byla mniejsza niz 60% [40]. Ciekawym
rozwigzaniem bylo takze zastosowanie kilku enzymow
oksydoredukcyjnych takich jak lakazy, peroksydazy hy-
brydowej (VP), i oksydazy glukozy (GO), unieruchomio-
nych razem w postaci nierozpuszczalnych agregatéw.
Badania byly prowadzone przez Touahar i wspétpracow-
nikéw [59], w kierunku rozktadu mieszaniny zanieczysz-
czen, w sklad ktérych wchodzily wymienione wczedniej
zwiazki biologicznie aktywne. Uzyskane wyniki wskaza-
ty na skutecznoé¢ dziatania unieruchomionych enzymow
gléwnie wobec naproksenu, kwasu mefenamowego, di-
klofenaku, indometacyny i paracetamolu. Ten ostatni
zwigzek, obecny w probkach Sciekéw, byl rozkladany
przez agregaty wspomnianych enzymoéw z 25% skutecz-
noscia [59]. Paracetamol poddano réwniez transformacji
z uzyciem agregatow zlozonych z lakazy i tyrozynazy,
ktérymi dziatano na prébki sciekéw komunalnych oraz
szpitalnych usuwajac odpowiednio do 100% i do 90% pa-
racetamolu [60].

Mimo wydajnej degradacji zanieczyszczen na drodze
biokatalizy, metabolity powstajace podczas tych pro-
cesow moga by¢ réwnie aktywne biologicznie a nawet
by¢ bardziej toksyczne niz substancje wyjsciowe [61]. W
zwigzku z tym, niemal nieodlacznym elementem badan
nad degradacja zwigzkéw aktywnych biologicznie sa te-
sty toksycznosci produktéw otrzymanych w wyniku re-
akcji transformacji. W ocenie toksycznosci wody stosuje
sie wiele testow z uzyciem organizméw zywych, od bak-
terii i grzybéw, przez glony oraz roéliny, po drobne bez-
kregowce i ryby [19]. Najczesciej jednak, do podstawowej
oceny toksycznosci badanej substancji stosuje sie¢ meto-
dy oparte o hamowanie metabolizmu i wzrostu réznych
szczepow bakteryjnych. Jedna z najpopularniejszych me-
tod, jest test toksycznosci srodowiskowej z zastosowa-
niem bakterii luminescencyjnych Vibrio fisheri. Zdolnosé
do bioluminescencji wynika z obecnosci w ich komérkach
enzymu lucyferazy, utleniajacej tlenem czasteczkowym
nukleotyd FMNH, i alifatyczny aldehyd dlugotaricucho-
wy do nietrwatego kompleksu, emitujacego fotony pod-
czas rozpadu. Im wiegksza jest toksycznosé badanej sub-

311



stancji, tym bardziej metabolizm bakterii zostaje zakléco-
ny, co przeklada sie na spadek intensywnosci $§wiecenia
[19,62]. Dodatkowymi metodami sa takze badania hamo-
wania wzrostu mikroorganizméw przez badane substan-
cje, a w niektérych przypadkach takze analizy aktywno-
Sci estrogennej. W tedcie bioluminescencji wykazano mie-
dzy innymi niska toksycznos¢ produktéw powstatych po
transformacjach pirimidonu, karbamazepiny oraz ibu-
profenu przez lakaze z A. oryzae, zwracajac jednoczesnie
uwage na problem zwigkszonej toksycznosci probek tych
zwiazkéw, degradowanych w obecnoéci mediatorow
[63]. Mimo, iz mediatory reakcji sa nieodzownym ele-
mentem w enzymatycznych reakcjach degradacji mikro-
zanieczyszczen katalizowanych przez lakaze, ich utlenie-
nie wigze sie z produkcja reaktywnych rodnikow, ktére
oprécz udzialu w tworzeniu metabolitéw, negatywnie
oddzialujg takze na inne bioczasteczki wywotujac efekt
toksyczny [63]. Stad tez, podczas opracowania metodyki
rozkladu zanieczyszczen z udziatem mediatoréow, nalezy
wziaé pod uwage dobranie ich odpowiedniego stezenia,
aby zapewni¢ mozliwie najbardziej wydajny przebieg re-
akcji z jednoczesnym ograniczeniem toksycznosci. Jedna
z takich propozycji przedstawili Nguyen i wspotpracow-
nicy [40] w badaniach nad degradacja r6znego rodzaju
mikrozanieczyszczernn w obecnoéci aldehydu syryngowe-
go (SA). Wykazali oni zalezno$ci miedzy obecnoscig SA
podczas reakcji degradacji a zwiekszeniem stopnia tok-
sycznosci mieszanin po reakcji. Ponadto zaproponowali,
iz w przypadku rozkladu mikrozanieczyszczen w steze-
niu 50 ug/1, stezenie SA nie powinno przekraczac 10 uM,
poniewaz dalsze zwigkszenie stezenia SA przektadalo sie
tylko na wzrost toksycznosci otrzymanych produktow
[40]. Podobne obserwacje udokumentowano takze w ba-
daniach nad degradacja ré6znych grup antybiotykéw w
obecnoéci 10 uM i 100 pM SA [61]. Skutecznos$¢ enzyma-
tycznej degradacji zanieczyszczen bez udziatu mediato-
ra, wykazano natomiast w badaniach TCS, ktérego me-
tabolity otrzymane po 72-godzinnej reakcji przy udziale
lakazy z Phoma sp., powodowaly jedynie 11% zahamo-
wanie wzrostu bakterii Escherichia coli K12 [54]. Szczep
ten stosowano takze w badaniach toksycznosdci metabo-
litow powstalych w degradacji TC i OTC, na podstawie
ktérych wykazano skuteczno$¢ w obnizaniu aktywnosci
tych antybiotykéw. Poddajac bakterie dziataniu metabo-
litow otrzymanych po 48 godzinach reakcji, uzyskano 6%
i7% zahamowanie wzrostu E. coli odpowiednio przez TC
i OTC. Dodatkowe testy przy zastosowaniu mikroorga-
nizméw bardziej wrazliwych na dzialanie antybiotykéw,
jakimi sa bakterie z rodzaju Bacillus wykazaly nieznacz-
nie wigkszy stopniefi hamowania wzrostu w obecnosci
tetracykliny i oksytetracykliny, odpowiednio 8% i 7%
[51]. W niektérych badaniach sa stosowane obie metody
- hamowania bioluminescencji i hamowania wzrostu mi-
kroorganizméw, w celu doktadniejszej oceny toksyczno-
§ci otrzymanych produktéw. W badaniach dotyczacych
rozkladu hormonéw, oprécz standardowych testéw tok-
sycznoéci prowadzi sie takze testy aktywnosci estrogen-
nej produktéw degradacji. Dzieki takim testom, Spina i
wspotpracownicy [64] wykazali nie tylko efektywnosd¢ w
usuwaniu, ale i detoksyfikacji wielu zanieczyszczen, w
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tym 17f-estradiolu, ktérego produkty uzyskane w proce-
sie biokatalizy nie wykazaty aktywnosci estrogennej [64].

PODSUMOWANIE

Zaburzenie réwnowagi ekosysteméw, rozwdj choréb
zwigzanych z nieprawidlowym dziataniem ukladu endo-
krynnego i lekoopornoéé mikroorganizméw sprawiaja, ze
zanieczyszczenia zwigzkami biologicznie aktywnymi sg
obecnie realnym zagrozeniem dla wielu organizméw zy-
wych, w tym takze cztowieka. W zwiazku z niewystarczajg-
ca wydajnoscig degradacji tych zanieczyszczen standardo-
wymi metodami fizykochemicznymi, skutecznym rozwig-
zaniem moze okazac sie zastosowanie biokatalizy z udzia-
tem niskospecyficznych enzyméw oksydoredukcyjnych
otrzymanych z grzybéw ligninolitycznych, gléwnie lakazy
grzybowej. Skala prowadzonych badar oraz skutecznos¢
testowanych metod dajg szanse na opracowanie proceséw
pozwalajacych na eliminacje zwigzkéw biologicznie aktyw-
nych, a tym samym ochrone zaréwno otaczajacego $rodo-
wiska jak i czlowieka.
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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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