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1. UVOD

,Perfluoroalkil i1 polifluoroalkil tvari“ (PFASs, engl. perfluoroalkyl and polyfluoroalkyl
substances) izuzetno su stabilni, umjetni kemijski spojevi s hidrofobnim i oleofobnim
svojstvima Kkoji se koriste u industriji i potroSackim proizvodima diljem svijeta od 1950-tih
godina (Naidu i sur., 2020). PFASs su privukli svjetsku pozornost zbog svoje otpornosti,
potencijala za bioakumuliranje, moguce Stetne ucinke na zive organizme, te sposobnosti
transporta na velike udaljenosti kroz atmosferu i vodu (Ahrens i Bundschuh, 2014).
Istrazivanja sugeriraju da su PFASs izuzetno otporni na bioloSku 1 kemijsku razgradnju, kao 1
na razgradnju u okoliSu (Glenn i sur., 2021).

Veéina proizvoda koji sadrze PFAS na kraju svog korisnog zivota dospiju na deponij, gdje se
raspadaju 1 dolazi do ispustanja PFAS. Jedan od znac¢ajnijih izvora emisija PFASs su uredaji
za obradu industrijske 1 gradske otpadne vode (Ahrens i sur., 2009) zato Sto primijenjene
tehnologije obrade otpadnih voda nisu dovoljno uéinkovite za uklanjanje mikroonecistila
(Hollender i sur., 2009).

Istrazivanje biotransformacije PFAS pomocu funga se ¢esto provodi pomocu funga truljenja
drveta, poput Phanerochaete chrysosporium, i fungalnih izolata s mjesta onec¢iscenih s PFAS
(Merino i sur., 2018; Merino, 2016; Tseng i sur., 2014), kao i pomo¢u enzima poput lakaze i
peroksidaza (Luo i sur., 2018; Luo i sur., 2015; Colosi i sur., 2009). Nedavna istazivanja su
pokazala razgradnju nekih PFAS, primjerice perfluorooktan sulfonata (PFOS) pomocéu
lakaza-1-hidroksilbenzotriazol (HBT) reakcijskog sustava (enzimski katalizirane oksidativne
humifikacijske reakcije, ECOHR) pri ¢emu je doslo do cijepanja C-C veze i parcijalne
defluorinacije (Luo i sur., 2018), perfluorooktanske kiseline (PFOA) pomocu peroksidaze
hrena (Colosi i sur., 2009), razgradnju PFOA pomo¢u ECOHR (Luo i sur., 2015).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PERFLUOROALKIL | POLIFLUOROALKIL TVARI (PFASs)

Nespecifican i opéenit naziv ,,fluorirane tvari®, a koje se jo§ nazivaju 1 ,,fluorokemikalije* 1
»fluorirane kemikalije®, predstavlja skupinu organskih i anorganskih sastojaka koja sadrZe
najmanje jedan F atom i koju karakteriziraju vrlo raznolika fizikalna, kemijska i biolosSka
svojstva. Podskupina fluoriranih tvari, koja sadrzi perfluoralkil dio CpFn.1, Su visoko
fluorirane alifatske tvari koje sadrze jedan ili viSe C atoma na kojima su svi H supstituenti,
prisutni u formi nefluoriranih analoga iz kojih su izvedeni, zamijenjeni F atomima, i nazivaju
se ,,perfluoroalkil i polifluoroalkil tvari“ (PFASs). PFASs se mogu svrstati u 3 skupine:
perfluoroalkil tvari (PerFASSs), polifluoroalkil tvari (PoliFASSs) i fluorirane polimere (slika 1).
PFASs mogu biti u lineranim i razgranatim strukturama. Perfluororalkilne tvari su alifatske
tvari u kojima F atomi zamjenjuju sve H atome vezane na C atome nefluorirane tvari od koje
potjecu, osim onih H atoma ¢ija bi supstitucija promijenila prirodu neke prisutne
funkcionalne skupine (Buck i sur., 2011). Polifluoroalkilne tvari se razlikuju od
perfluoroalkilnih tvari po tome §to kod polifluoroalkilnih tvari nisu svi ugljici u okosnici
molekule potpuno zasi¢eni fluorom, ali je barem jedan ugljikov atom u okosnici potpuno
zasi¢en fluorom (Glenn i sur., 2021). Kod polifluoroalkilnih tvari postoji potencijal da se
abioti¢kim ili biotickim putem transformiraju u perfluoroalkilne tvari (Buck i sur., 2011).

Proizvodnja PFASs traje ve¢ 70 godina, 1 polimeri i surfaktanti dobiveni pomo¢u PFASs
imaju Siroku komercijalnu 1 industrijsku primjenu. PFASs karakterizira vrlo stabilna i snazna
C-F veza, termalna i kemijska stabilnost, te lipofilna i hidrofobna priroda, zbog cega
surfaktanti i polimeri koji imaju perfluoroalkil skupinu imaju vrlo dugotrajna i korisna
svojstva (Kissa, 2001). Duljina lanca i funkcionalne skupine daju PFASs jedinstvena
fizikalno-kemijska svojstva (Ding i Peijnenburg, 2013). Perfluoroalkil spojevi su slabo topivi
u vodi (Liu i Mejia Avendafio, 2013). Energija kovalentne veze izmedu ugljika i fluora je
zbog velike elektronegativnosti i male veli¢ine atoma jako snazna te to dovodi do velike
otpornosti PFASs na razgradnju putem oksidativno reduktivnih procesa (Wei i sur., 2019). Ta
veza jako je polarna i pokazuje amfifilna svojstva (Jha i sur., 2021). PFASs se ne mogu
razgraditi pomocu toplinske razgradnje, hidroloze, fotolize, biorazgradnje ili metabolickim
putem (Glenn i sur., 2021). Zbog stabilnosti strukture PFASs se i akumuliraju u okolisu
(Naidu i sur., 2020). Postoji i moguénost da su gotovo svi PFASs ikad proizvedeni i njihovi

krajnji proizvodi sa C-F vezama u okoliSu u nekom obliku zbog cega imaju nadimak
2



,»zauvijek kemikalije* (Glenn i sur., 2021).

Perfluoropolieteri —

polimerni kostur sastavljen Bo¢ni polimerni fluorirani lanac —
od ugljika i kisika; fluor varijabilni sastav polimernog
izravno vezan na ugljik nefluoriranog kostura s fluoriranim

Fluoropolimeri —
polimerni kostur
sastavljen samo od
ugljika s izravno Polimeri

vezanim fluorom

boc¢nim lancima:
-fluorirani akrilatni i metakrilatni polimeri
-fluorirani uretan polimeri
-fluorirani oksetan polimeri

PERFLUOROALKIL I
POLIFLUOROALKIL
TVARI (PFASS)

Nepolimeri
Polifluoroalkil tvari — spojevi u koima
) ) L. su svi vodici na najmanje jednom, ali ne
Perfluoroalkil tvari —spojevi u na svim, ugljiku zamijenjeni fluorom:
kojima su svi vodici na svim -perfluoroalkan sulfonamido derivati
ugljicima zamijenjeni s fluorom, -spojevi na bazi fluorotelomera
osim ugljika vezanim s -polufluorirani n-alkani i alkeni

funkcionalnim skupinama:
-(alifatski) perfluorougljici (PFCs)
-perfluoroalkil kiseline
-perfluoroalkan sulfonil fluoride
-perfluoroalkan sulfonamidi
-perfluoroalkil jodidi
-perfluoroalkil aldehidi

Slika 1. Klasifikacijska hijerarhija okolisno vaznih perfluoroalkil i polifluoroalkil tvari
(PFASS) (prema Buck i sur., 2011)

PFASs imaju Siroku primjenu u vojsci, brojnim industrijskim, stambenim i komercijalnim
sferama, kao Sto su surfaktanti u proizvodnji fluoropolimera, metalne obloge, vodene pjene
za formiranje filma (AFFFs, engl., aqueous film-forming foams), te proizvodi papira,
kucanstva i tekstila (Paul i sur.,, 2009; Merino i sur., 2018). Primjena surfaktanta je

proizvodnja AFFFs koja se koristi za gaSenje visoko zapaljivih tekuéina, premaza, pomoc¢na
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sredstva za proizvodnju fluoropolimera. Polimeri imaju primjenu u repelentu za zemlju,
bojama za tekstil, i papiru za hranu otpornom na masno¢u (Buck i sur.,, 2011). Slika 2

pokazuje kemijsku strukturu nekih uobicajenih PFASS.

FF O R FR F
F F /
OH //S/\OH
F FF F F @]
Perfluorobutanska kiselina (PFBA) Perfluorobutan sulfonska kiselina (PFBS)
F EFEFQ0
R FRFRF O - Y%
~
F OH OH
FF FFFF

PerﬂuorohertaﬁskFa kllzellﬁw E:PFHpA) Perfluoroheksan sulfonska kiselina (PFHxS)

o F.F 0
FR FR FR F
OH FFFFF P
FFFFFFFF FF
Perfluorooktanska kiselina (PFOA) Heksafluoropropilen oksid dimerna kiselina

(HFPO-DA ili GenX)

R FR FR FR F FFFFFFFFO
SO S
S
¢/ "OH
F FF FF FF F O F FF FF FF FO
Perfluorononanska kiselina (PFNA) Perfluorooktan sulfonska kiselina (PFOS)
FFEFFFEF O FFFFFFFFO
F F %
OH g
F #"“NH
F FFFFFFFF F FF FF FF FO 2
Perfluorodekanska kiselina (PFDA) Perfluorooktansulfoamid (PFOSA)

Slika 2. Struktura uobicajenih PFASs (prema Blake i Fenton, 2020)

2.1.1. Opasnost koju predstavljaju PFASs

Dugolancane perfluoroalkil sulfonske kiseline (C,F4+1SO3H, n>6) (PFSAs, engl.,
perfluoroalkyl sulfonic acids) i perfluoroalkil karboksilne kiseline (C,F,+;COOH, n>7)

(PFCAs, engl., perfluoroalkyl carboxylic acids) i njihovi anioni, u odnosu na njihove
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kratkolan¢ane analoge, znacajno se vise bioakumuliraju i biokoncentriraju (Buck i sur.,
2011), te su prepoznati kao postojani i toksi¢ni spojevi (Gomis i sur., 2015). Siroka primjena
PFASs je dovela do toga da su PFASs pronadeni u ljudima, divljim Zivotinjama i okolisu

(Buck i sur., 2011), s potencijalom za dalekosezni transport (slika 3) (Gomis i sur., 2015).

Proizvodnja i upotreba
PFAS proizvoda

|

- Postrojenje za obradu W
D
L epont) _’[ otpadne vode J

N
/[ Zemlja }Jr[ Atmosfera
J

v

[Podzemnavoda }4—{ Sediment }4—»‘ Voda <

Kopneni Vodeni

ekosustav ekosustav

Slika 3. Put dospije¢a PFASs u okolis i njihova sudbina (prema Ahrens i Bundschuh, 2014)

Otpornost PFASs na biolosku razgradnju znac¢i da kad se jednom nadu u vodi i tlu, ljudi i
divlje Zivotinje bit ¢e direktno i indirektno izloZzene PFASs bioakumuliranima u lancu
prehrane kroz vlastitu prehranu (Jha i1 sur.,, 2021). Perfluorooktan sulfonska Kkiselina,
CgF17S03H (PFOS) ima visoki potencijal bioakumulacije, iznimno je postojana (Martin i sur.,
2003), i uzrokuje kroni¢ne i akutne posljedice na razini pojedinca, populacije i zajednice
(Ding i Pijnenburg, 2013). Pokazano je da PFOS i perfluorooktanska kiselina, C;F;sCOOH
(PFOA) mogu uzrokovati neplodnost, imunotoksi¢nost, kancerogenost i ometaju endokrini

sustav (Luo i sur, 2018). Neki PFASs mogu imati toksi¢ne ucinke kao S$to su



hepatotoksi¢nost, reproduktivna i razvojna toksi¢nost. Takoder, neki PFASS su povezani sa
razli¢itim razinama neurorazvojnih tokiskanata te niz istrazivanja pokazuje moguc¢i odnos
izmedu izlozenosti odredenim PFASS i neurorazvojnih poremecaja kod ljudi (Jha i sur., 2021;
Naidu i sur., 2020; Wei i sur., 2019).

PFASs dolaze do ljudi, divljih Zivotinja i okoliSa preko materijala koji su u kontaktu s
hranom, preko hrane, mlijeka za dojenje, vode za pice, zraka, prasine noSene zrakom i tako
redom (D'Hollander i sur., 2010). Ambalaza hrane takoder je izvor izlaganja hrane PFASS —
pokazano je da je razina PFASs visa u serumu ispitanika koji konzumiraju kokice za
mikrovalnu i brzu hranu omotane u ambalazi koja sadrzi PFASs (Glenn i sur., 2021). Takoder,
industrijska upotreba PFASs, 1 njihovo otpustanje u okoli§, poc¢evsi od koriStenja 1 odlaganja
proizvoda koji sadrze PFASs kao necistoce, preko abioticke odnosno bioticke razgradnje
derivata 1 polimera koji sadrze perfluoroalkil dio ¢ime nastaju PFOA, PFOS 1 sli¢ni spojevi,
doprinose prisutnosti tih spojeva u okolisu. Ti prekursori se ¢eS¢e komercijalno koriste i
mogu dospjeti u okoli§ preko industrijskih sirovih materijala i produkata, kao 1 iz kona¢nih
produkata i artikala (Buck i sur., 2011).

lako nije poznata pouzdana procjena proizvodnje PFASS, izravnih i neizravnih emisija PFASs
u okoli$ (Ahrens i Bundschuh, 2014), velika vecina emisija PFASs, preko 95 %, je izravno
ispustena u vodeni okoli$, a emisija PFASs kroz atmosferu ima mali doprinost sveukupnoj
emisiji, manje od 5 % (Paul i sur., 2009). PFASs se oslobadaju u vodeni okoli§ tijekom
njihove proizvodnje, duz opskrbnih lanaca, tijekom koristenja proizvoda i njihovog odlaganja
(Ahrens i Bundschun, 2014). Odlagalista otpada, gdje se PFASs oslobadaju iz stambenog,
komercijalnog i industrijskog otpada, smatraju se zavrsnom fazom njihovog zivotnog ciklusa,
medutim PFASS se mogu isprati iz odlagalista otpada i utjecati na okolno tlo i vodene sustave
(Wei i sur., 2019). Proizvodi u odlagalistu otpada podlijezu fizickom ispiranju kroz
infiltraciju oborina i anaerobnoj biorazgradnji. Onecis¢ena voda koja se infiltrira kroz masu
otpada i koju treba sakupljati i obradivati naziva se procjedna voda (Lang i sur., 2016).
PFASs koji su topivi u vodi (anionski) se skupljaju u procjednoj vodi, a neutralni PFASs
slabo topljivi u vodi, s visokim tlakom pare se otpustaju u atmosferu ako ih ucinkovito ne
ukloni sustav za prikupljanje plina. Procjedna voda se naj¢esce skuplja i Salje u postrojenja za
proc¢iS¢avanje otpadnih voda da se obradi prije konanog otpuStanja u povrSinske vode.
Medutim ta postrojenja nisu opremljena za uklanjanje PFASs te djeluju kao sekundarni izvori
PFASs u vodenom okolisu (Hamid i sur., 2018).

PFASs mogu dospjeti u okolis tla na viSe nafina kao Sto je atmosfersko suho 1 mokro
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talozenje, koristenje mulja u poljoprivredi i navodnjavanje kanalizacijom (Mei i sur., 2021).
Tada se PFASs mogu adsorbirati na Cestice tla ili otopiti u otopini tla. Biljke onda mogu
preuzeti PFASs iz otopine tla i tako ih ukljuciti u prehrambene lance (Mei i sur., 2021).
Dugolan¢ani PFCAs i1 PFSAs su izazvali zabrinutost zbog mogucéeg toksikoloskog i
ekoloskog ucinka, te su u industriji i regulatornim tijelima poduzeti brojni medunarodni
mehanizmi za smanjenja prisutnosti dugolan¢anih PFCAs, PFSAs 1 njihovih prekursora u
okolisu, kao i njihovog otpustanja u okoli§ (Buck i sur., 2011; Gomis i sur., 2015). Tako
primjerice tijekom 2000 — 2002 glavni globalni proizvoda¢ se obvezao postupno ukinuti
proizvodnju PFOS i povezanih spojeva, i PFOA, i zamijenio je njihovu upotrebu u odredenim
kljuénim proizvodima sa kemikalijama na bazi perfluorobutan sulfonil florida (PBSF, C,)
(3M Company, 2000; USEPA, 2000). PFOS je uklju¢en u Stockhomsku konvenciju o
postojanim organskim onecis¢ujué¢im tvarima u Anex B tvari, odnosno, zabrana njihovog
koristenja (UNEP, 2009). Nadalje, marketing Europske unije i Direktiva o koristenju su
zabranili upotrebu ,,perfluorooktan sulfonata* (European Parliament, 2006).

Posljednjih godina koncentracije PFSAs pokazuju padajuce trendove u bioti zbog postupnog
ukidanja PFOS u 2002., medutim koncentracije drugih PFASs poput PFCAs ne pokazuju
nikakav o¢iti trend (Ahrens i Bundschun, 2014). Zbog postupnog uklanjanja dugolancanih
PFASs, kao alternativa koriste se PFASs druge generacije koje imaju krace bioloske
poluzivote i nizi nivo bioakumulacije u ljudima. PFASS druge generacije imaju puno krace
bioloske poluZzivote, ali svejedno moze doc¢i do kroni¢nog izlaganja ako kontaminiraju hranu i
vodu koju milijuni koriste dnevno (Glenn i sur., 2021).

Kako je zaustavljena proizvodnja, pa tako i izravno ispustanje PFOS i PFOA u okolis,
odredivanje izloZenosti i u¢inka PFASs se odreduje preko mjerenja PFOS, PFOA 1 ostalih
perfluoroalkil kiselina (PFAA, engl. perfluoroalkyl acids) u koje su se konvertirale razne
PFASs. Tako se istrazuje koja koli¢ina PFCA 1 PFSA, s naglaskom na PFOA 1 PFOS, potjece
od cijepanja nefluoriranih skupina, odnosno polifluorolalkil i perfluoroalkil skupina u okolisu
(Liu i Mejia Avendafio, 2013).

2.2. OBRADA PFASs

Metode remedijacije PFAS ukljucuju fizikalne, kemijske 1 bioloSke pristupe integrirane

unutar integriranog sustava usjeva i stoke. Metode remedijacije PFASs mogu se podijeliti u
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tri kategorije: remedijacija tla i sedimenta, remedijacija vode, i bioloska remedijacija (Jha i
sur., 2021). Svi pristupi obradi opcenito se mogu kategorizirati u dvije vrste: ne destrukcijski
(uklanjanje, poput sorpcije), i destrukcijski (razgradnja ili mineralizacija). Kod sorpcije se
PFASs transportiraju iz jedne sredine u drugu, gdje su PFASs prisutni u puno vi$oj
koncentraciji, u puno manjem volumenu, a kod razgradnje se PFASS unistavaju, Sto zahtjeva
visoko energetske metode, pa je to skupo i nije prakti¢no (Naidu i sur., 2020).

Glavne metode za izdvajanje PFASSs iz vode su adsorpcija i odvajanje pomocu frakcioniranja
vode, reverzna osmoza, nanofiltracija, ionska izmjena na membrani smole, spaljivanja,
elektrokemijska oksidacija, fotoliza, enzimska redukcija i oksidacija vode (Jha i sur., 2021).
Metode remedijacije tla temelje se na adsorpciji/odvajanju, ispiranju tla i toplinskoj obradi,
ukapljivanju tla, iskopavanju i postavljanju u nepropusne materijale, odlaganju izvan lokacije
na odlagalistima, sonokemijskom uniStavanju, naprednim procesima oksidacije i redukcije,
mljevenju kugli¢nim mlinovima ili metodama stvaranja pare (Jha i sur., 2021).
Fizikalno-kemijske metode unistavanja PFASs mogu razgraditi PFASs do razli¢itih
stupnjeva, medutim sve imaju karakteristicne nedostatke poput potrebe za teskim metalima,

velike potroSnje energije, stvaranja toksi¢nih meduproizvoda i nusproizvoda (Khan i sur.,
2023).

2.3. BIOREMEDIJACIJA

Bioremedijacija je koristenje zivih organizama, i to prvenstveno mikroorganizama, da bi se
onecis¢ivaci razgradili u manje toksi¢ne oblike. Bioremedijacija koristi bakterije i gljive ili
biljke za razgradnju ili detoksikaciju tvari opasnih za ljudsko zdravlje ili okoli§ (Kensa,
2011). Mineralizacija je pretvorba organskog supstrata u anorganski produkt, a biorazgradnja
je bioloski katalizirano smanjenje slozenosti kemikalija. Kako u organskoj kemiji to Cesto
zna¢i konverzija mnogo C, N, P, S i drugih elemenata u organskom spoju u anorganski
produkt, mineralizacija i biorazgradnja nekad se koriste kao sinonimi (Alexander, 1999).
Biotransformacija je korak u biokemijskom putu u kojem se molekula prevodi u manje
toksic¢an produkt (Whiteley i Lee, 2006).

Ucinkovitost bioremedijacije ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, medu kojima su kemijska priroda
i koncentracija zagadivaca, njihova dostupnost mikroorganizmima i fizikalno kemijske

karakteristike okolisa (Abatenh i sur., 2017). Mikroorganizmi se mogu izolirati iz gotovo svih
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okoli$nih uvjeta te se zbog svoje prilagodljivosti mogu koristiti za razgradnju ili remedijaciju.
Primjeri mikroorganizama koji se koriste za bioremedijaciju su gljive, poput gljiva bijelog
truljenja Phanerochaete chrysosporium koje imaju sposobnost razgraditi iznimno raznolik
raspon zagadivaca okolisa, i metilotrofne bakterije (Kensa, 2011).

Neke od prednosti bioremedijacije su to da je prirodan proces koji zahtjeva malo vremena i
produkti nakon procesa uobicajeno su bezopasni produkti poput vode i CO,, ¢esto moze biti
provedena na licu mjesta, troSkovno je ucinkovita, pomaze u potpunom uniStavanju
zagadivaca, ne koristi opasne kemikalije, odrziva je i relativno jednostavno se implementira
(Abatenh i sur., 2017).

Bioloska obrada PFASs posebno je pozeljna za obradu PFASs u kontaminiranom tlu i u
otpadu, ukljuéujuci procjednu vodu, zbog niske cijene i ekoloske prihvatljivosti (Wei i sur.,
2019). Bioremedijacija i biorazgradnja obecavaju¢e su metode za uklanjanje organskih
zagadivaCa, medutim procesi biorazgradnje za obradu PFASs trenutno su nedovoljno

razvijeni (Douna i Yousefi, 2023).

2.4. OBRADA PFASs - FUNGALNA TRANSFORMACIJA

Mikoremedijacija je oblik bioremedijacije u kojem se za dekontaminaciju podruéja koriste
gljive (Kensa, 2011). Gljive imaju vaznu ulogu u ekosustavu i ¢ine do 75 % mikroba u
biomasi tla (Merino i sur., 2018). Obrada i uklanjanje PFASs putem mikoloske razgradnje je
podrucje istrazivanja u razvoju za obradu voda, dok je razgradnja niza fluoriranih spojeva
istrazena koriStenjem funga, i to ekstracelularnim lignolitickim enzimima (Verma i sur.,
2021). U biotransformaciji otrovnih organskih tvari gljive bijelog truljenja pokazale su
relativan uspjeh (Shahsavari i sur., 2021). Gljive mogu sudjelovati u bioremedijaciji razli¢itih
medija jer hife gljiva mogu prodrijeti u tlo, kao i biti u dodiru sa vodom i zrakom, pa njihovo
rasprSivanje ne zahtjeva kontinuiranu vodenu fazu kakvu zahtijevaju bakterije (Tang i
Kristani, 2022). Gljive bijelog truljenja najée$¢e koriStene za mikoremedijaciju su
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus i Trametes versicolor, a od njih najvise je
proucavana P. chrysosporium i smatra se modelnim organizmom u mikoremedijaciji
(Stiebeling i Labes, 2022).

Gljive bijelog truljenja nitaste su gljive, karakterizirane strukturama poput niti poznatim kao

hife. Obi¢no se mogu naci u okruzenjima kao $to su trulo drvo, hrpe komposta i Sumska tla
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gdje imaju vaznu ulogu u kruzenju hranjivih tvari i sekvestraciji ugljika (Latif i sur., 2023).
Gljive bijelog truljenja imaju sposobnost biorazgradnje lignina, a naziv im dolazi od bijelog
izgleda drva kojeg su napale gljive bijelog truljenja jer uklanjanje lignina daje izbijeljeni
izgled (Asgher i sur., 2008). Ta sposobnost posljedica je izlu¢ivanja nespecifi¢nih enzimskih
kompleksa tokom njihovog sekundarnog metabolizma, obi¢no kod ograni¢ene dostupnosti

nutrijenata (Rodriguez-Couto, 2017).

2.4.1. Enzimi za transformaciju PFASs

Mnogi enzimski sustavi koriste se za razgradnju raznolikih organskih zagadivaca, a prednosti
obrade na bazi enzima su sposobnost djelovanja kod visoke i niske koncentracije zagadivaca,
smanjena koli¢ina stvaranja mulja, Cinjenica da djeluju na kataliticki nacin, mogu se
primijeniti na Sirok raspon zagadivaca, nizak unos energije i druge prednosti (Morsi i sur.,
2020). Enzimski kompleksi gljiva bijelog truljenja uglavnom se sastoje od lignin peroksidaze
(LiP), mangan peroksidaze (MnP) i lakaze (LaC) zajedno sa pomoénim enzimima
(Rodriguez-Couto, 2017). Pomo¢ni enzimi koji su izolirani iz gljiva bijelog truljenja su
celobioza dehidrogenaza, glioksal oksidaza, aril-alkohol oksidaza, oksalat dekarboksilaza,
NAD-ovisna format dehidrogenaza, P450 monooksigenaza, glutation reduktaza, bakar radikal
oksidaza, izoamil alkohol oksidaza, peroksiredoksini, benzokinon reduktaza, piranoza 2-
oksidaza, multibakar oksidaza, glutation S-transferaza, glukoza oksidaza i mangan superoksid
dismutaza (Manavalan i sur., 2014).

Lignin peroksidaza je enzim koji sadrzi hem, djeluje kao katalizator za oksidaciju raznih
aromatskih i nearomatskih spojeva, te ima sposobnost izravnog napadanja lignina cijepanjem
C-C i C-O veza prisutnih unutar struktura lignina (Latif i sur., 2023). Oksidativna
depolimerizacija lignina koju LiP katalizira ovisna je o H,O, (Morsi i sur., 2020). LiP ima
visok redoks potencijal $to joj dopusta da prirodno razgradi i oksidira nekoliko tvrdokornih
zagadivaci poput policiklickih aromatskih ugljikovodika, tekstilnih boja i mnogih fenolnih
spojeva (Latif i sur., 2023). Fungalne lignin peroksidaze globularne su strukture i uglavnom
su spiralni glikoproteini veli¢ine priblizno 30-50 kDa, s izoelektricnom tockom od 3,2-4,0
(Manavalan i sur., 2014). Imobilizacija lignin peroksidaze poboljsava njezin pH i
temperaturni optimum, kao i njezinu termostabilnost i kataliti¢ka svojstva. Redoks medijatori

za stimulaciju oksidacije Sirokog spektra otpornih supstrata, kataliziranu lignin
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peroksidazom, su prirodni fungalni sekundarni metaboliti veratril alkohol i 2-kloro-1, 4-
dimetoksibenzen (Asgher i sur., 2008).

Mangan peroksidaza je takoder enzim koji sadrzi hem. Hem pomaZe u oksidaciji Mn** u
Mn**, a Mn** moZe razgraditi niz fenolnih i nefenolnih spojeva. Mangan peroksidaza moze,
zbog proizvodnje Mn**, neizravno napasti i razgraditi lignin putem oksidacije (Latif i sur.,
bazidomicete koje trule drva (Morsi i sur., 2020). MnP djeluje kao posrednik prijenosa naboja
i omogucuje oksidaciju raznih fenolnih supstrata poput jednostavnih fenola, amina, boja, i
fenolnih ligninskih spojeva. Aktivnost MnP u potpunosti inhibiraju Hg®*, Pb?*, Ag®, laktat,
NaN3s, askorbinska Kkiselina, beta-merkaptoetanol i ditreito (Manavalan i sur., 2014).
Medutim, aktivnost mangan peroksidaze se moZe i pojacati u prisutnosti kooskidansa kao §to
su glutation, nezasi¢ene masne kiselina 1 neionski surfaktant Tween 80. Takoder, moZe se
poboljsati i stabilnost MnP imobilizacijom sa natrijevim alginatom, Zelatinom ili hitozanom
kao nosacima i glutaraldehidom kao sredstvom za umrezavanje (Asgher i sur., 2008).
Svestrana peroksidaza (VP, engl., versatile peroxidase) takoder je jedan od glavnih enzimskih
sustava gljiva bijelog truljenja za razgradnju lignina. VP je ligninoliti¢ka peroksidaza koja
sadrzi hem i molekularnom arhitekturom je hibrid lignin peroksidaze i mangan peroksidaze
(Manavalan i sur., 2014).

Lakaza je izvanstani¢na N-glikolizirana multibakrena plava oksidaza (Manavalan i sur.,
2014) koja pomaze u ubrzavanju oksidacije fenolnih i nefenolnih spojeva, s povezanom
redukcijom molekularnog kisika u vodu. Redoks potencijal lakaze je nizi od redoks
potencijala LiP i MnP, ali i1 lakaza ima sposobnost razgradnje i oksidacije niza zagadivaca,
kao $to su fenoli, tekstilne boje, spojevi koji ometaju endokrini sustav (Latif i sur., 2023).
Takoder, lakaze mogu razgraditi razne supstrate bez koristenja vanjskog izvora H,O, ili Mn?*
ili bilo kojeg kofaktora koji je potreban kad se koriste neke peroksidaze poput LiP ili MnP
(Morsi i sur., 2020). Dodatak iona Cu2+, Cd2+, Ni2+, Mo?* ili Mn? uglavnom povecava
aktivnost lakaza gljiva bijelog truljenja, a Ag*, Hg®*, Pb?*, Zn®*, NaNs, NaCl i H,0,
inhibiraju njihovu aktivnost (Manavalan i sur., 2014). Lakaze se osim u gljivama mogu na¢i u
bakterijama, biljkama 1 insektima. Bakterijske lakaze obi¢no imaju vecu termotoleranciju i
Siri raspon pH, medutim lakaze iz gljiva obi¢no imaju veci redoks potencijal (Steffens i sur.,
2023).

Nespecifi¢nost enzima gljiva bijelog truljenja omogucéuje im transformaciju raznovrsnih,

tvrdokornih kemikalija sa strukturom slicnom ligninu. Izvanstani¢na priroda ovih enzima
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omogucuje gljivama pristup nepolarnim i netopivim spojevima te to sve €ini gljive bijelog
truljenja atraktivnim za razli¢ite biotehnoloske i industrijske primjene kao $to je i razgradnja
tvrdokornih zagadivaca okolisa (Rodriguez-Couto, 2017).

Osim razgradnje i oksidacije zagadivaca pomocu enzimskih sustava, gljive bijelog truljenja
imaju sposobnost procesa biosorpcije i bioprecipitacije za uklanjanje odredenih zagadivaca iz
otpadnih voda. Stani¢na stijenka gljive obi¢no je ispunjena hitinom 1 nekim drugim
polimerima Sto pomaze vezanju i pohranjivanju metalnih iona i1 nekih drugih zagadivaca u
stani¢nu stijenku gljive pomocu elektrostatskih interakcija, kompleksiranja i ionske izmjene
(Latif i sur., 2023).

Pokazano je da je remedijacija i obrada PFASSs, kao i uéinkovita razgradnja PFOA moguca
pomoc¢u enzimski katalizirane oksidativne humifikacijske reakcije (ECOHR, engl. enzyme
catalyzed oxidative humification reaction) (Colosi i sur., 2009). Reakcije ECOHRs se nalaze
u sustavu zemlje koje karakterizira niz oksidativnih reakcija tijekom procesa humifikacije.
ECOHRs provode prirodni ekstracelularni enzimi koje luc¢e bijele odnosno smede funge
truljenja, to su lakaze, lignin peroksidaze, mangan peroksidaze i tako redom (Weber i Huang,
2003). Ti enzimi razgraduju PFASs tako §to prvo konvertiraju kemijske spojeve iz prirode u
reaktivne radikale koji zatim reagiraju s PFASs (neaktivna molekula) (Naidja i sur., 1998).
lako su PFOA i PFOS tvrdokorni u okolisu, postoje dokazi da kad su reakcije katalizirane u
laboratorijskim uvjetima, PFOA i PFOS se razgraduju u enzimskim sustavima (Liu i Mejia
Avendafio, 2013).

2.4.2. Primjeri bioloske obrade PFASs pomocu funga

Luo i sur. (2018) su istrazivali razgradnju PFOS pomocu lakaze izolirane iz funge Pleurotus
ostreatus tijekom 162 dana. PFOS, skupa s PFOA, predstavljaju dvije najces¢e PFAAs
detektirane u okoliSu, pri ¢emu su obje pronadene u znacajnim koli¢inama u podzemnim
vodama (Xiao i sur., 2015). PFOS karakterizira struktura koju je teSko razgraditi
tradicionalnim procesima obrade vode i mikrobnim putem (Luo i sur., 2018). Za razgradnju
PFOS koristeni su ECOHR inducirane sa lakazom s medijatorom 1-hidroksibenzotriazol
(HBT). Luo i sur. (2018) postigli su 59 %-tnu transformaciju PFOS u Cu®" otopini, pri demu
je reakcija slijedila model pseudo prvog reda, a konstanta brzine reakcije je iznosila 0,0066/d

(r* = 0,87). Prilikom transformacije PFOS u Mg?* otopini konstanta brzine reakcije je iznosila
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0,0021/d. Autori studije tu razliku pripisuju razli¢itom ucinku na strukturu PFOS kada radi
komplekse s razli¢itim kationima. Otpustanje fluorida je bilo brze u sustavu s Cu® nego s
Mg®*, a defluorinacijski omjer je iznosio 47,4 % za Cu® i 47,1 % za Mg*". Autori smatraju
da se razgradnja PFOS provodi sliénim mehanizmima ali pri razli¢itim brzinama. Ti autori
sugeriraju da bi Mg® i Cu?* mogli predstavljati sponu kojom se priblizavaju negativno
nabijeni PFOS 1 lakaza te tako povecavaju mogucnost radikala koje otpusta lakaza da
dosegne i reagira sa PFOS. ECOHR bi mogao biti potencijalan put razgradnje PFOS u
okolisu, $to bi mogao biti odrziv pristup za remedijaciju kontaminacije PFOS preko dodatka
odgovarajucih enzima i medijatora (Luo i sur., 2018).

Luo i sur. (2015) su takoder koristili ECOHRs za razgradnju PFOA pomocu lakaze iz
Pleurotus ostreatus. Tijekom 157 dana u prisutnosti 1-hidroksilbenzotriazola i mineralne
puferske otopine zabiljezili su 50 % razgradnju PFOA. Produkti razgradnje su fluorirani
alkoholi i aldehidi s kra¢im ugljikovim lancima. Nisu detektirali PFCA kra¢ih ugljikovih
lanaca. Autori sugeriraju da bi se transformacija PFOA mogla odvijati tijekom humifikacije
(Luo i sur., 2015).

Merino i sur. (2018) su istrazivali fungalnu biotransformaciju 6:2 fluorotelomer alkohola (6:2
FTOH, CgF13CH,CH,OH) tijekom 28 dana. Istrazivali su dva fungalna soja propadanja
drveta: Gloephyllum trabeum i Trametes versicolor, i Sest izolata funga: TW1-3 (usko
povezan s rodom Fusarium sp.), TW4-2 (usko povezan s rodom Aspergillus sp.), TW4-1
(usko povezan s rodom Aspergillus sp.), B76 (usko povezan s rodom Fusarium sp.), B78
(usko povezan s rodom Penicillium sp.) i B79 (usko povezan s rodom Penicillium sp.), sa
mjesta koje je kontaminirano sa PFASs, upotrebom AFFF. 6:2 FTOH je vaZzan jer je jedan od
supstituenata kraceg lanca od 8:2 FTOH (engl. 8:2 fluorotelomer alcohol), pri ¢emu je 8:2
FTOH prekursor dugolan¢anih PFCAs (Ding i Peijnenburg, 2013). Jednom kada 6:2 FTOH
dospije u okoli§ moze se pomocu bioloskih i fizikalno-kemijskih procesa transformirati u
PFCAs i druge polifluoroalkil tvari, a putovi biotransformacija 6:2 FTOH u P. chrysosporium
prikazani su na slici 4. (Merino i sur., 2016). Fungalna biotransformacija 6:2 FTOH je
povoljnija za remedijaciju produkata na bazi 6:2 FTOH od bakterijske biotransformacije zbog
prirode metabolita biotransformacije koji se zatim lakSe transformiraju u okoliSu (Merino 1
sur., 2018). Vec¢ina funga, Gloeophyllum trabeum, izolati TW4-2, TWA4-1, B79 i B76, su
pokazali slican obrazac razgradnje, pri cemu su funge iskoristile vise 5:3 kiseline, do 51 mol
% pocetne koncentracije 6:2 FTOH, u odnosu na druge metabolite, do 12 mol % ukupnih

PFCAs. G. trabeum i T. versicolor su transformirali 6:2 FTOH do 9 i 6 kvantibilnih
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transformacijskih produkata. Svih Sest fungalnih izolata su tijekom 28 dana pokusa pri
ispitivanim uvjetima postigli transformaciju 6:2 FTOH do 5-9 kvantibilnih transformacijskih
produkata (Merino i sur., 2018).
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Slika 4. Biotransformacijski putevi 6:2 FTOH u P. chrysosporium. Smjer ,,A* vodi do 6:2
sulfata, smjer ,,B*“ vodi do PFPeA i PFHxA, a smjer ,,C* vodi do 5:3 kiseline i tri nova
konjugata, 5:3 THPA (5:3 polifluortiol 2-hidroksi propanska kiselina), 5:3 TKHPA (5:3
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polifluoro tiol keto 2-hidroksi propanska kiselina) i 5:3 TKE (5:3 polifluoro tiol keto etanol).
Kemijske strukture u zagradama predstavljaju pretpostavljene intermedijere, a dvostruke
strelice oznacavaju visestruke enzimske korake (prema Merino, 2016)

Tseng i sur. (2014) proveli su istrazivanje o biotransformaciji 6:2 FTOH pomocu gljive
bijelog truljenja Phanerochaete chrysosporium. U 28 dana aktivne kulture P. chrysosporium
transformirale su 6:2 FTOH u PFCAs, polifluoroalkil karboksilne kiseline i prolazne
intermedijere, a 5:3 kiselina bila je glavni proizvod fungalne transformacije. Isto tako
sugerirano je da je ogranicen izvor glukoze potreban da kultura gljiva aktivno transformira
6:2 FTOH, jer je P. chrysosporium koji raste uz kontinuiranu opskrbu 1 % glukoze jedva
biotransformirao 6:2 FTOH, a P. chrysosporium s 0,1 % glukozom kao kosupstratom
transformirao je 6:2 FTOH, i to puno brze nego bez glukoze (Tseng i sur., 2014).

Cranwill (2022) je ispitala potencijal lakaze iz Trametes versicolor za razgradnju PFASs.
Procijenjen je potencijal za biorazgradnju pet PFASS pomoc¢u lakaze i pomocéu sustava
lakaza-1-hidroksibenzotriazol sa bakar (I1) sulfatnim ili citrat fosfatni puferom pri pH 4,5. Pet
PFASs u ovom istrazivanju bile su PFOA, PFOS, 6:2 fluorotelomer karboksilna kiselina, 6:2
fluorotelomer sulfonska kiselina i amonijeva sol heksafluoropropilen oksid dimerne kiseline,
te je u eksperimentu sa citrat fosfatnim puferom kao dodatan PFAS evaluirana i 7:3
fluorotelomer karboksilna kiselina. U otopini bakrovog sulfata niti lakaza niti lakaza-HBT
sustav nisu uspjeli razgraditi niti jedan PFASs. U eksperimentu sa citrat fosfatnim puferom
razgradnja tri fluorotelomera bila je uspjesna. Od toga Su se oni sa 6:2 strukturom lanca
razgradili u odsustvu HBT, a fluorotelomer sa 7:3 strukturom lanca razgradio se u prisutnosti
HBT. PFOA i PFOS nisu se razgradili ni u eksperimentima sa citrat fosftanim puferom.
Ponavljanjem eksperimenata sa razli¢itim koncentracijama bakra moglo bi se odrediti
inhibira li bakar sustav lakazar,-HBT, a ponavljanjem eksperimenta sa razli¢itim metalnim
ionima u razli¢itim koncentracijama moglo bi se odrediti trebaju li lakaze iz razlicitih izvora
razli¢ite metalne ione u lakaza-HBT sustavima (Cranwill, 2022).

Steffens i sur. (2023) takoder su ispitivali moguénost koristenja lakaze iz T. versicolor, same i
u sustavu sa HBT, za biorazgradnju PFOA i PFOS. Reaktori su sadrzavali i CuSO,4. U ovom
istrazivanju nije doslo do prepoznatljive razgradnje PFOA i PFOS. Medutim, nastao je
artefakt koji je oponaSao gubitak supstrata. Sorpcija supstrata na protein je stvorila artefakt.
Ve¢ je poznato da se PFASs adsorbiraju na proteine, te bi adsorpcija sama po sebi mogla biti
odrziva strategija sanacije PFASs, medutim koli¢ina potrebnih enzima mogla bi biti previsoka

(Steffens i sur., 2023).
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Khan i sur. (2023) su istrazivali razgradnju PFOA u kombinaciji fotokataliticke razgradnje s
bizmut jodid oksidom nakon koje je slijedila razgradnja sa gljivom Cunninghamella elegans.
Nakon 3 h fotokataliti¢ke razgradnje doslo je do otprilike 35 % ukupne razgradnje sa 20 %
defluorinacije. Cunninghamella elegans je nakon 48 h razgradila 40 % PFOA sa 30 %
defluorinacije (Khan i sur., 2023). Prethodno je dokazana razgradnja 6:2 fluorotelomer
alkohola sa C. elegans (Khan i Murphy, 2023), medutim ovo je bila prva zabiljezena
razgradnja PFOA u bilo kojoj gljivi (Khan i sur., 2023), a slika 5 prikazuje predloZeni

fungalni put razgradnje PFOA nakon fotokatalize.
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Slika 5. Sazetak predlozenog puta razgradnje obrade PFOA fotokatalizom i fungalne obrade
(prema Khan i sur., 2023)

Nakon toga slijedila je sekvencijalna obrada PFOA koja je imala poboljSane rezultate

razgradnje i defluorinacije, a najbolji ishod dobiven je sa fotokataliticCkim obradom u trajanju
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od 2 h nakon kojeqg je slijedila inkubacija s gljivom 48 h. Takvom obradom dobivena je 90 %-
tna razgradnja PFOA sa 60 %-tnom defluorinacijom. Kod takve obrade se u putu razgradnje
izbjegava nakupljanje inhibitora fungalne biorazgradnje 5:3 FTCA (engl. 5:3 Fluorotelomer
carboxylic acid) sto produzuje fungalni katabolizam fotokatalitiCkih proizvoda i preostale
PFOA. Ova metoda ima potencijal za odrzivu sanaciju PFOA i drugih PFASs u okolisu,
medutim potrebna je optimizacija uvjeta da bi se osigurala potpuna razgradnja (Khan 1 sur.,

2023).
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. ZAKLJUCCI

PFASs su izuzetno stabilni i tvrdokorni spojevi koji imaju Stetan u¢inak na organizme
te je potrebno pronaci u¢inkovite na¢ine njihove sanacije.

. Bioloske metode obrade PFASs su pozeljne iz ekoloskih i ekonomskih razloga.

. Fungalne metode istrazuju se zbog nespecifi¢nosti enzima gljiva. Posebno su zanim-
ljive gljive bijelog truljenja koje tokom sekundarnog metabolizma izlucuju nespecifi-
¢ne enzimske komplekse koji imaju Sirok raspon supstrata na koje mogu djelovati.
Pokazan je potencijal za djelomi¢nu razgradnju PFAS putem fungalne transformacije,
kao i pomocu enzima izoliranih iz funga, do spojeva koji imaju kra¢i lanac od rodi-

teljskog spoja, i koji su vjerojatno benigniji za okolis.
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