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UKLANJANJE FARMACEUTSKI AKTIVNIH JEDINJENJA 1Z VODE PRIMENOM IMOBILISANE LAKAZE
Marija Sobi¢, Mirjana Petronijevi¢, Sanja Pani¢, Natasa Burisi¢-Mladenovié

Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Novi Sad
sobicmarija@gmail.com

Izvod

Kontaminacija vode zagadujué¢im supstancama kao Sto su farmaceutski aktivha jedinjenja,
pesticidi, teSki metali, mikroplastika i dr., predstavlja potencijalnu pretnju za ekosisteme i i
zdravlje, te je neophodno razvojati efikasna reSenja za preciséavanje voda, narocito otpadnih
voda. Jedno od mogudéih reSenja je primena biokatalitickih procesa baziranih na primeni enzima
(oksidoreduktaza) kao "zelenih" tehnologija preciséavanja. U ovom radu prikazan je potencijal
primene lakaze, enzima iz grupe oksidoreduktaza, u postupcima precis¢avanja vode, analizirajuci
metode imobilizacije, nosace, mehanizam delovanja i efekte na uklanjanje farmaceutski aktivnih
jedinjenja. Razmotrene su prednosti upotrebe imobilizovane lakaze u odnosu na njenu slobodnu
formu sa namerom da se istraze putevi za njeno Sire koriS¢enje i napredak u “zelenim” metodama
preciséavanja vode.

Klju€ne reci: enzim, lakaza, imobilizacija, farmacutski aktivna jedinjenja, vode

Uvod

Organski mikropolutanti poput farmaceutski aktivnih jedinjenja su se poslednjih godina nametnuli
kao globalni ekoloski izazov zbog prisustva u vodnim resursima u tragovima, predstavljajuci
opasnost za ekosisteme i zdravlje ljudi. Anksiolitici, poput benzodiazepina koji se koriste za
tretman anksioznosti i nesanice, identifikovani su u otpadnim vodama, sa zabelezenim
koncentracijama izmedu 3 i 87 ng/l u Nemackoj i Spaniji [1, 2]. Naproksen i diklofenak, lekovi koji
se koriste za ublazavanje bola, upale i groznice, otkriveni su u re¢nim i otpadnim vodama [3].
Globalne koncentracije naproksena u rekama variraju u koncentracijama od 0,04 do 32 pg/| [4],
dok su nivoi diklofenaka u holandskim otpadnim vodama dostigli koncentraciju do 0,280 ug/! [5].
U blizini bolnickih postrojenja, koncentracije citostatika, u otpadnim vodama izmerene su u
koncentracijama izmedu 0,02 i 0,025 pg/L [6], $to ukazuje da postojece metode nisu efikasne u
uklanjanju ovih mikropolutanata iz otpadnih voda [7]. Koncentracije aspirina u otpadnim vodama
razlikuju se geografski, krecuci se od 0,4-0,7 ug/| u Indiji [8] do 7,3 pg/l u Japanu [9]. Ketoprofen
je pronaden u koncentracijama od 0,16 ng/l u Italiji [10] do 260 pg/! u Indiji [8]. Koncentracija
ibuprofena u vodenim tokovima varira od 3,5 do 2200 mg/I [11,12].

Metode uklanjanja mikropolutanata obuhvataju unapredene oksidacione procese, membransku
filtraciju, adsorpciju, biolosku obradu, fotokatalizu, elektrohemijske metode i dr, pruzajudi
razli¢ite pristupe za suoCavanje sa izazovom mikropolutanata, od fizickog uklanjanja do hemijske
razgradnje. Medutim, ¢esti nedostaci ovih metoda za uklanjanje mikropolutanata su zagusenje
filtracionih membrana, stvaranje Stetnih sporednih proizvoda i ogranicena efikasnost adsorpcije
[13,14]. Upotreba enzima lakaze, koja spada u grupu oksidoreduktaza, predstavlja alternativni,
ekoloSki odrziv pristup uklanjanja mikropolutanata zahvaljujuéi smanjenim energetskim
potrebama i blagim operativnim uslovima [15]. lIpak, ograni¢enja povezana sa fizickom
stabilnos¢u i ponovnom upotrebom lakaze isti€u potrebu za njenom imobilizacijom kao strategiji
za poboljsanje njenih performansi i prakticne primenljivosti [16]. Tehnike kao Sto su adsorpcija,
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enkapsulacija ili kovalentno vezivanje pokazale su se kao efikasni nacini za unapredenje
stabilnosti, a samim tim i efikasnosti enzima u uklanjanju zagadujucih supstanci [17].

Struktura lakaza i njihov mehanizam delovanja

Do danas je identifikovano preko 100 razli¢itih vrsta lakaza, koje se kategorizuju kao dimerni ili
trimerni glikoproteini, sa molekulskom masom u rasponu od 50 do 130 kDa [18]. Ovi enzimi svoju
kataliti¢ku aktivnost duguju prisustvu bakarnih atoma, rasporedenih unutar tri specificna bakarna
centra zvana Tip-1 (T1), Tip-2 (T2), i Tip-3 (T3). T1 centar, koji sadrzi jedan Cu atom, odgovoran je
za oksidaciju supstrata i daje enzimu karakteristicnu plavu boju, dok T2 i T3 centri formiraju
trinuklearni klaster koji igra klju¢nu ulogu u redukciji kiseonika u vodi [19].

Mehanizam delovanja lakaza obuhvata nekoliko koraka (Slika 1), pocevsi od oduzimanja elektrona
supstratu na T1 mestu, $to dovodi do redukcije Cu?* u Cu* [20]. Nakon oksidacije ¢etiri molekula
supstrata, enzim postaje redukovan. U slede¢em koraku, Cu* joni na T2 i T3 mestima redukuju
molekularni kiseonik u vodi prelazeéi u peroksidni meduprodukt i meduprodukt oksi-radikala,
nakon ¢ega se enzim regenerise .

( \ :’(1[' Fle > Cu )
Ti i (nTLT2T3) |
— - "
H 3
0] { /

neizmenjeni enzim

A—

% redukovani enzim
oksi-radikala 20 &

meduprodukt (SI
by

peroksidni meduprodukt

Slika 1. Sematski prikaz mehanizma delovanja lakaze [20]

Imobilizacija lakaze

lako lakaza u slobodnoj formi (nadalje u tekstu slobodna lakaza) moze imati visoku aktivnost,
ograni¢enja u pogledu njene separacije i moguénosti ponovnog koris¢enja mogu uzrokovati
smanjenje aktivnosti tokom kontinualnih procesa, sto dovodi do poveéanja operativnih troskova
[21]. Kao resSenje ovih izazova, tehnike imobilizacije predstavljaju prevladavajuéi pristup.
Fiksiranje lakaze na stabilne ¢vrste nosace znacajno unapreduje njihovu sposobnost ocuvanja
aktivnosti i otpornosti na promenljive operativne uslove, kao Sto su promene temperature, pH
vrednosti i izloZzenost hemijskim agensima [22]. Prilikom imobilizacije od sustinskog znacaja su
izbor tehnike, materijal nosaca i poCetna aktivnost enzima [23].
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Metode imobilizacije mogu se razvrstati u dve osnovne kategorije koje uklju€uju fizicke i hemijske
veze. Glavna razlika izmedu ove dve kategorije lezi u nacinu povezivanja enzima sa nosaem.
Fizicka imobilizacija omogucava zadrzavanje aktivnosti enzima uz minimalnu promenu njegove
konformacije, oslanjajuci se na slabe intermolekulske sile kao $to su vodonicne veze, jonske i
hidrofobne interakcije. Ovoj kategoriji pripadaju metode: adsorpcija i metoda ,zarobljavanja“
(eng. entrapment) [24]. Nasuprot tome, hemijska imobilizacija ukljuuje formiranje Ccvrstih
kovalentnih veza izmedu enzima i nosaca, zasnivajuci se na interakcijama izmedu funkcionalnih
grupa nosaca i enzima (primarno —NH,, —=SH i —OH grupe). Ova metoda obecava duZe zadrZavanje
enzima na nosacu, ali i veéu otpornost na promene operativnih uslova, ¢ime se favorizuje za
industrijsku upotrebu, posebno u tretmanu otpadnih voda [25]. Generalno, olekuje se da
hemijska imobilizacija minimizira otpustanje enzima i unapredi mogucnosti njegove ponovne
upotrebe [26]. Kovalentno vezivanje i umrezavanje enzima (eng. cross-linking) pripadaju ovoj
kategoriji.

Uklanjanje farmaceutski aktivnih jedinjenja iz vodenih sistema primenom lakaze

Uklanjanje farmaceutski aktivnih supstanci poput analgetika, antibiotika i antiepileptika pomoéu
enzima poput lakaza privlac¢i znacajnu paznju. Lakaza dobijena iz Yersinia enterocolitica pokazala
je potpunu biotransformaciju aspirina u roku od 24 h pri pH 9,0 [27]. Al-sareji i sar. [28] su
zabeleZili 72% uklanjanja aspirina nakon 6 sati enzimskog tretmana lakazom iz Trametes
versicolor. Lakaza iz Trametes versicolor uklonila je oko 70% ketoprofena [28] i ibuprofena [29],
Sto ukazuje na znacajnu efikasnost lakaze u uklanjanju analgetika iz vode.
Lakaza se pokazala kao vazan biokatalizator za uklanjanje razli¢itih antibiotika, ali uz promenjivu
stopu uklanjanja koja zavisi od specificnih strukturnih karakteristika antibiotika i upotrebe
medijatora. Primena sistema lakaza-medijator povecala je efikasnost uklanjanja antibiotika, ali je
istovremeno povecala ekotoksi¢nost usled nastanka produkata degradacije [30]. Sulfonamidni
antibiotici nisu efikasno uklonjeni samom lakazom, ali su pokazali bolje rezultate uz koris¢enje
lakaza-medijatora. Takode, znacajne stope uklanjanja amoksicilina (96,6%) i ampicilina (88,6%),
kao i degradacija penicilina G, penicilina V, kloksacilina i oksacilina sa stopama od 53,5% do 93,9%
koris¢éenjem lakaza-medijatora, pokazuju efikasnost lakaze iz Trametes versicolor [31]. Lakaza iz
Bacillus subtilis, proizvedena u Escherichia coli, ostvarila je potpuno uklanjanje ampicilina za samo
dva sata [32], dok je lakaza iz Bacillus amyloliquefaciens, takode proizvedena u E. coli, efikasno
uklonila antibiotike poput tetraciklina, doksiciklina i tigeciklina sa efikasnos¢u uklanjanja od
86,1%, 96,5%, i 81,0%, redom. Proces degradacije tetraciklina ukljucivao je slozene biohemijske
reakcije, kao Sto su otvaranje aromati¢nog prstena, epimerizacija, demetilacija, deaminacija,
dehidrogenacija i hidroksilacija, pokazuju¢i raznolikost metabolickih puteva aktiviranih
prisustvom lakaze. Dodatno, lakaza iz Trametes versicolor pokazala je visok nivo efikasnosti u
degradaciji trimetoprima, postizuéi 95% uklanjanje ovog leka pri koncentraciji od 5 mg/I u roku od
48 sati, ¢ime se istiCe njen potencijal u obradi Sirokog spektra antibiotickih kontaminanata u
vodenim sredinama [33].

Zakljucak
Lakaze dobijene iz bakterija ili gljivica pokazuju znacajnu sposobnost za efikasno uklanjanje
antibiotika kao Sto su penicilini, fluorokinoloni i tetraciklini, ¢ak i bez prisustva redoks medijatora.
Kljuéni aspekt ovog procesa razgradnje leZi u otvaranju aromati¢nih prstenova prisutnih u
molekulima antibiotika, dok stepen razgradnje varira zavisno od specificne strukture svakog
antibiotika i prisustva grupa koje ucestvuju u prenosu elektrona. Lakaze su se pokazale kao
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efikasne na temperaturama 35 - 45°C i unutar Sirokog raspona pH vrednosti (4 - 9), $to znaci da su
sposobne da deluju u razli¢itim uslovima. Upotreba sistema lakaza-medijator, koji ukljucuju
medijatore kao Sto su siringaldazin ili hidroksibenzotriazol dovodi do poboljSane efikasnosti
uklanjanja.

Pregled rezultata koris¢enja lakaza za uklanjanje farmaceutski aktivnih supstanci iz voda
potvrduju njihov znacaj u tretmanu otpadnih voda, naglasavajuci potrebu za daljim istrazivanjima
i razvojem ove oblasti kako bi se poboljsala primena u realnim uslovima. Primena imobilisane
lakaze predstavlja ekoloski prihvatljivo reSenje u zastiti voda, isticuéi vazinost ,zelenih”
tehnologija u o¢uvanju Zivotne sredine i suo¢avanju sa izazovima zagadenja.

Zahvalnica: Autori rada se zahvaljuju na finansijskoj podrsci Ministarstvu nauke, tehnloskog
razvoja i inovacija Republike Srbije (evidencioni brojevi 451-03-66/2024-03/200134 i 451-03-
65/2024-03/200134), kao i Horizon Europe TwiNSol-CECs projektu finansiranom u okviru Horizon
Europe programa pod brojem ugovora 101059867.
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