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INTRODUCERE

Alegerea temei ,, Cinetica degradarii oxidative a unor poluanti fenolici in mediu
apos” este justificatd de faptul cd 1inlaturarea derivatilor fenolici deversati in apele
reziduale provenite de la rafindrii sau rezultati in urma proceselor tehnologice din industria
colorantilor, reprezintd o problema de mare actualitate. Compusii fenolici sunt ddundtori
pentru organism, in special derivatii clorurati, chiar si atunci cand sunt prezenti in
concentratii reduse (1 pg/l). Ei se manifestd ca substraturi inhibitoare In anumite
transformari metabolice [1].

Pentru inlaturarea poluantilor fenolici se utilizeaza in ultimul timp cateva tehnologii
noi, numite procese de oxidare avansatda (POA) cum sunt: fotoliza omogena UV, oxidarea
omogend in absenta luminii (metode ce folosesc reactiv Fenton [2]), fotoliza eterogena
(UV/Ti0,), radioliza, oxidarea cu aer umed [3-6].

Anumite tipuri de oxidoreductaze existente in plantele acvatice cum ar fi tirozinazele si
peroxidazele precum i ionii unor metale tranzitionale ca manganul sau cuprul [10, 11]
sunt specii prezente permanent in apele reziduale si naturale, iar utilizarea lor poate
constitui o alternativa fezabila la oxidarea chimica.

Poluantii fenolici sunt transformati in compusi mai putin toxici care pot avea actiune
antimicrobind si citostaticd. Produsii de oxidare ai fenolilor precum xantomatina,
actinomicina D, questiomicina A fac parte din clasa fenoxazonelor, actiunea citostaticd a
acestor compusi fiind aceea ca se pot intercala cu ADN-ul uman, ducand la blocare
enzimatica si la erori de citire in timpul procesului de replicare [23-25].

Mecanismele de oxidare a poluantilor fenolici sunt deosebit de complexe, iar pentru a
descrie evolutia Tn timp a sistemelor reactante se impune utilizarea unor modele
matematice. Modelele matematice constau in ecuatii caracteristice care pot fi rezolvate prin
metode numerice cu ajutorul unor programe dedicate.

In aceasti teza se realizeaza un studiu cinetic prin monitorizarea degradarii oxidative a
unor poluanti fenolici in prezenta unor catalizatori si biocatalizatori din mediul natural prin
utilizarea reactorului semi-inchis cu amestecare in vederea simularii conditiilor reale.

Principalele obiective urmarite in cadrul acestei lucrari au fost:
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e Valorificarea unor catalizatori existenti In mediul natural, in degradarea unor poluanti
fenolici deversati In apele reziduale si modelarea cinetica a proceselor in care acestia
intervin;

e Valorificarea unor biocatalizatori in degradarea poluantilor fenolici;

¢ Efectuarea unui studiu de eficienta catalitica a peroxidazei din hrean si a tirozinazei din
ciuperci existente in apele naturale si reziduale in vederea optimizarii proceselor de
degradare oxidativa a poluantilor fenolici;

e Efectuarea unui studiu al inactivarii peroxidazei din hrean in procesul de degradare
oxidativa a poluantilor fenolici precum i estimarea unor constante de inactivare;

e Efectuarea unui studiu al influentei modulatorilor asupra cineticii reactiilor de oxidare
enzimatica in medii apoase;

¢ Aplicarea unor metode moderne ale modelarii matematice si ale informaticii in vederea
elucidarii mecanismelor de reactie pentru procesele studiate;

Teza de doctorat cuprinde o parte de literatura care descrie stadiul actual al cunoasterii
in domeniul studiat, si o a doua parte, de contributii originale, bazatd pe rezultatele
experimentale obtinute pe perioada derularii cercetarii pentru elaborarea tezei de doctorat.

In partea de literatura sunt prezentate aspecte referitoare la: toxicitatea derivatilor
fenolici si parcursul acestora in apele de suprafata (cap. I.1.), metodele de degradare a
poluantilor fenolici la compusi mai putin toxici (cap. I.2.), avantajele utilizarii
metaloenzimelor in depoluarea apelor (cap. 1.3.), modelarea cineticd a oxidarii fenolilor
pentru calcularea vitezelor de reactie si a parametrilor cinetici (cap. [.4.), efectele datorate
de prezenta ionilor in solutie ce modificd apreciabil comportarea celorlalte particule
prezente (cap. 1.5.), metodele utilizate pana in prezent pentru a descrie inactivarea unei
enzime precum testul Selwyn si metoda izoconversionald (I1.6.), iar in ultimul capitol (1.7.)
sunt prezentati produsii de oxidare ai poluntilor fenolici cu efecte terapeutice.

In partea originaldi a lucririi sunt prezentate studiile cinetice la oxidarea 2-
aminofenolului si a unor 2-aminofenoli substiuiti (2-amino-p-clorofenolului, 2-amino-p-
crezolului, L.-3,4-dihidroxifenilalanind) cu oxigen molecular in solutii apoase oxigenate fie

in prezenta unor saruri ale metalelor taranzitionale (Cu (II), Co(II), Mn(Il)), fie in prezenta
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metaloenzimelor: tirozinaza din ciuperci si peroxidazd din hrean, fie atdt in prezenta

sarurilor metalelor taranzitionale cat $i in prezenta metaloenzimelor.

II. CONTRIBUTII ORIGINALE

I1.2. Cinetica oxidarii 2-aminofenolului in prezenta ionilor de Cu(II)

In acest studiu s-au utilizat saruri simple de cupru pentru a cataliza oxidarea OAP
in solutii apoase oxigenate si pentru a elabora un model de reactie capabil sd explice
randamentele scazute in fenoxazond concomitent cu inactivarea operationald a
catalizatorului. S-a demonstrat cd o cale de inactivare poate fi atribuitd formarii
complexului stabil Cu[bis(o-iminosemichinonat)] [99], un compus cunoscut ca agent
antimicrobian moderat.

Se stie ca procesul de condensare oxidativd a doud molecule de OAP pentru
formarea APX are loc prin intermediul radicalilor liberi 2-aminofenoxil. Generarea
radicalului aminofenoxil se presupune cd are loc atat catalitic cat si in absenta
catalizatorului (auto-oxidarea), dar urmatoarele etape cum sunt: disproportionarea, aditia,

ciclizarea si oxidarea nu necesita prezenta catalizatorului [82] (schema 11.2.1.):

M NH
0 catalitic 2 .
+ 00— + HOO
OH Oe
OAP
NH NH NH
2 necatalitic / :
2 - > +
O 0 OH
/NH NE, necatalitic N\ NH,
+ 2 20, —>2
2 + 2 + 4H,0
APX

Schema II.2.1. Modelarea simplificata a etapelor de oxidare a OAP semnificative din punct de

vedere cinetic



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Cinetica degradirii oxidative a unor poluanti fenolici in mediu apos

NH, @N\j@/mg
2 30, 5
(7 = DI

OH
OAP APX

Schema I1.2.2. Ecuatia globala pentru oxidarea OAP la APX

In acest studiu am propus si dezvoltat o secventi de reactie pentru oxidarea OAP
catalizatd de Cu(ll) ce include ca intermediari activi plauzibili speciile Cu(Il)
superoxigenate si complecsii Cu-OAP, a cdror prezenta este sustinutd si de datele din
literaturd [71, 86]. O etapd de inactivare, atribuitd formarii complexului stabil Cu[bis(o-
iminosemichinonat)] (de asemenea descris in literatura [71]), a fost adaugata si
demonstratd experimental.

Oxidarea OAP 1in prezenta Cu(Il) a fost monitorizata in solutii saturate in aer sau
oxigen molecular, modelul cinetic ludnd in considerare reactiile in prezenta oxigenului
molecular dizolvat in solutie conform stoechiometriei globale (schema I11.2.2.).

Modelul propus ia in calcul generarea speciilor oxigenate reactive (ROS) precum
HOO, HO' si a altor specii radicalice cu reactivitate naltd, si porneste de la un set de
constante de viteza raportate in literaturd pentru oxidarea 2-aminofenolului [81, 82] si
pentru generarea speciilor oxigenate reactive, celelalte constante fiind obtinute fie

experimental fie utilizand un algoritm de optimizare.

SH, +Cu’" —X 5 (CuSH )" +H" (I1.2.1)
(CuSH)" + 0, —23(Cu0,)" +SH - (I1.2.2)
(Cu0,)" ——»Cu* +05 (11.2.3)
O, +H" — 5 HOO- (I1.2.4)
SH,+0, —~SH-+HOO- (I1.2.5)



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Cinetica degradirii oxidative a unor poluanti fenolici in mediu apos

2SH.—X_p (11.2.6)

2HOO-—H,0, +0, (I1.2.7)

SH, + H,0, —SH-+HO - +H,0 (I1.2.8)

H,0, + HO- —~3HO0O - +H,0 11.2.9)

HOO-+H,0,—* 3HO-+H,0 +0, (I1.2.10)

(CuSH)* +SH, —1—Cu(SH), + H* (I1.2.11)
unde SH; este OAP.

Tabelul I1.2.2. Constantele de viteza Tn mediul apos utilizate in procesul de optimizare

Constanta | Valoarea/ M"-s™ Referinta
de viteza
ks 1,6 10° 84, 85
ko 2,710 77
Kio 0,50 84

Constantele de viteza (ks si kg) au fost estimate experimental urmarind modelul
experimental si rationamentul teoretic descris in mai multe lucrari anterioare [81, 82]. Pe
scurt, o constanti de vitezd de ordin aparent unu k s, a fost estimata prin regresie neliniara
prin fitarea unei functii de ordin aparent unu pe curba cineticd extinsa [APX] versus timp
obtinuta la oxidarea OAP cu oxigen molecular in solutie saturata In oxigen.

Constanta de vitezd de ordinul doi, ks a fost obtinutd ca raport intre k s si [O]:

ks=(1,191£0,002) ‘10> M"'s™) cu a=0,05.
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Intr-o manierd asemanatoare s-a obtinut kg, utilizand curba cinetica extinsa [APX]
vs. timp obtinuta in procesul de oxidare a OAP cu apa oxigenatd, H,O; fiind 1n exces de
100 de ori fati de OAP: kg=(2,011+0,006) '10° M's™" cu 0=0,05.

Valoarea constantei de viteza kg a fost fixati la o valoare acceptabild de 1'10°M's
!, deoarece variind acest parametru intre 110° -1'10'° M's™ (domeniul specific pentru
constanta de viteza pentru reactiile rapide in solutie) nu schimba valorile parametrilor
optimizati.

Estimarea constantei de viteza kj;: etapa de inactivare a catalizatorului de Cu(II)
atribuitd formdrii complexului inactiv Cu[bis(o-iminosemichinonat), a fost urmarita
utilizdnd o metoda izoconversionald, asa cum a fost descrisd anterior pentru o inactivare
catalitica de ordinul unu [92].

In conditii izoconversionale variatia concentratiei de produs (APX) in timp este de

forma:

[d[APX]
dt

j‘ = f([APX]

1

X[Cu(ID],; (I1.2.13)

isoconv )

Din bilantul molar al catalizatorului si din conditiile aproximatiei starii de cvasi-

stationaritate s-a calculat concentratia complexului activ Cu(SH)":

k,k;[O,]+[SH, I(k;k,, +k k, +kk,[O,])
Variatia in timp a catalizatorului de Cu(II) activ a fost:
_diCu(], _  kkqk,[SH,F[Cu(ID], (1.2.22)
dt Kk,k,[0,]1+(kk, +kk,[0,])[SH,]

Nu exista un procedeu simplu pentru a integra aceastd ecuatie Tn vederea obtinerii

. . kA . . . ~ . . A .
concentratiel [Cu(Il)], in functie de timp atunci cand [SH,] variaza in timp. De aceea,
doud cazuri limita mai simple s-au obtinut cand unul dintre cei doi termeni de la numitor s-

au neglijat.

I. Daca k2k3[02]<<(k1k3+k1k2[02])[SHQ] ecua‘gia (11222) devine:
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diCu(]  kk.k, [SH,] ) diCu(],  k, [SH,] .
- = Cu(ID] sau _ 0 __ uldts I (I11.2.23)
dt (k ks +k1k2[02])[ . dt K, CulDly
1+—k [0,]

3
Integrand ecuatia (I1.2.23) dupad ce variabilele au fost separate, si avand In vedere
faptul cd, concentratia oxigenului dizolvat s-a mentinut constantd pe toatd perioada

procesului de oxidare, rezulta:

Cu(1D),

_ J' d[Cu(H)};: k11 j[SHz]dt (I1.2.24)
3

Pentru setul I, de la t=0 la timpul izoconversional unu se obtine:
[Cu(D)];; =[Cu(D)],;xe ", (I1.2.25)

in care constanta de inactivare kin; i integrala I; sunt:

Kooy =—1i( - i L= [ISH,Jdt (I.2.26)
2
1+—2[0,] 0
k3

II. Daca k2k3[02]>>(k1k3+k1k2[02])[SHQ], ecua‘gia 11.2.22 devine:

_dICuD], _ Kk, [SH, PICuD], o diCulDl, _ Kk, [SH P any: (112.27)
dt k,[0, ] dt k,[0,]

Dupa integrare se obtine:

[Cu(ID]y; =[Cu(D],;xe " (I11.2.28)
kk li ooooooo

cu k ,=—011 i I, = [[SH,]dt 11.2.29

w0l ) l[ )] (I1.2.29)

Integralele 1, si I, au fost calculate numeric ca aria de sub curbele [OAP] sau
[OAP]? in functie de timp, dupa fitarea unor functii nivelate (polinomiale) pe setul de date
experimentale de forma [OAP]= [OAP], — 2[APX].

Pentru cazul I inlocuind concentratia catalizatorului activ din ecuatia (I1.2.25) 1n

ecuatia (I1.2.13), se obtine:

10
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(d[APX]/dt), ..., /[Cu(D],; = f(APX] L il (11.2.30)

Constanta de inactivare ki, s-a estimat prin regresie neliniard a ecuatiei (I1.2.30)

unde (d[APX]/db), ., /[Cu(ID)]); reprezintd variabila dependenta, I, reprezinta variabila

independenta, iar f([APX] s1 Kin1 sunt parametrii estimati, sau prin regresie liniara a

isoconv )
formei logaritmice a aceleiasi ecuatii. Estimarea constantei cinetice de inactivare kj,; este

ilustrata in figura I1.2.4.

6.4 4 .
| S [0.]= 1.17x10°M
“> -6.6
—
_ o
O T Equation y=a+h*x
= 6 8 Adj. R-Square 0.9803
g e N Walue Standard Error
"‘_"- i a Intercept -6.34322 0.01087
) b Slope -0.36617 0.016189
2 #7.0 T : T . ;
g 0.0 0.5 1.0 1.5
& -
3 " i
o -7.35 [O.]1=2.24x10"M
< 4
—
o] g
o
§_7 42 _| |Eguation v =a+hb'x
— Ad]. R-Square 007244
g Value Standard Error
a Intercept -7.25845 0.01258
-7.49 + b Slope -0.360498 0.03028 ]
T T 1 T T T
0.0 0.2 0.4 0.6

|/M- s
Fig.I1.2.4 Estimarea constantei cinetice de inactivare k;,; n solutie saturata in oxigen molecular/aer
in acord cu primul caz limita [ecuatiile (I.2.25) si (I1.2.26)]. Conditii: [OAP]y= 1'10"M, T =
30°C, conversie ~ 20%, [CuCl,], variind intre 5 '10'M sil ‘10°M

Rezultatele pentru kiy; (0,361 + 0,030 s in prezenta O, si 0.366 + 0.016 s in aer)
indicd o independentd aparenta a constantei de inhibitie fatd de concentratia de oxigen

k

k
1+k—2[02]

3

11

dizolvat, insd din expresia constantei de inactivare k, = , acest lucru rezulta

doar daca cel de-al doilea termen de la numitor este mult mai mic decat 1 si se poate

neglija.

11



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Cinetica degradirii oxidative a unor poluanti fenolici in mediu apos

In mod asemanator, pentru cazul II., Inlocuind concentratia catalizatorului activ din

ecuatia (I1.2.28) 1n ecuatia (I1.2.13), se obtine:

(d[APX]/db), /[Cu(ID],; = f ([APX], o, )-€ " (I1.2.31)

isoconv

Urmand aceeasi procedura, analiza prin regresie liniard a formei logaritmice a

ecuatiei (I1.2.31) este ilustrata in figura I1.2.5.:

6.4 [0]=1.17x10"M
i u
-6.6 -
=Y | |Equation V= a+ b
™ Adi. R-Squere| 099187
[ @] 5.8 Value Standard Errar
= a Intercept | -5.34287 0.00969
% 10 Slope  |-4164.9718] 16650626
‘_. '70 T T T T
s 00 6.0x10° 1.2x10"
=
o
g 1 4
2 ] n 0]=22410"M
55-7.35 1]
A
<,
=)
2'742 T |Equation Y=g+
| Adl.R-Square| 097179
~ Value Standard Error
_7 49 ] Intercept -71.25783 0.01277
’ b Sope  |-40Z326735| 24151852 ]
.| ! T T T ! T
0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10°
| /M s

Fig.I1.2.5. Estimarea constantei cinetice de inactivare ki,; n solutie saturata in oxigen
molecular/aer 1n acord cu cel de-al doilea caz limita [ecuatiile (I1.2.28) si (11.2.29)]. Conditii:

[OAP], = 1'10*M, T = 30°C, conversie ~ 20%, [CuCl,], variind intre 5 '10'M si 1'10°M

Rezultatele pentru ki (4165 + 169 s in prezenta O, si 4023 + 342 s™' in aer)
indicd o dependentd direct proportionala cu concentratia de oxigen, Tnsa valorile obtinute

. < : . o kk, o
sunt In neconcordantd cu expresia constantei de inactivare k, , =——— care indica o

k,[0,]
proportionalitate inversa cu concentratia de oxigen.
Analiza numericd §i optimizarea constantelor de viteza implicate 1n sistemul de

ecuatii diferentiale 11.2.1-I1.2.11 pot ajuta la discriminarea intre aceste doua cazuri limita si

12
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pot de asemenea stabili semnificatia constantei de inhibitie. Procesul de optimizare a fost
realizat cu programul Kintecus [101].

Valorile optimizate ale urmatoarelor constante au fost: k;= (58,50+ 0,04) M'l-s'l,
ko=(2,18 + 0,04) M"s™, ks=(2,80+ 0,08) '10% s™, ks=(5,100 £ 0,024) -10° M"s” si
k11=(4,80£0,05) '10°M™"s™ (cu a = 0,05).

Analiza de sensibilitate, realizatd cu programul Atropos [102] la trei intervale
diferite de timp In scopul de a evita supra-parametrizarea, a aratat ca toate constantele de
viteza influenteaza forma curbei cinetice simulate §i toate etapele din modelul cinetic
propus pot fi considerate semnificative cinetic.

Curbele cinetice simulate pentru speciile Cu(Il) active si inactive: (CuSH),
Cu(SH),, alaturi de curbele simulate si experimentale pentru APX sunt prezentate in figura
I1.2.6.

5
5.0x10 e [Cu2+]s\mulat
—*x—[(CuSH)']_ ﬂfﬂ’i‘
4.0x1 0-5 4 —N= [CU(SH)Q]simulat O;iig
—o—= [APX]Slmu\al /O/
B —h— [APX]exper\memal éi/‘
3.0x10° 1 A
Conc. (M) g/i
2.0x10° /g/
S
1.0x10° 4 4 g —a—a—F
2 ‘_'E'_—Fi‘_—n__— -
ol o =i
L A T NIl & S
0 3000 6000 9000
Timp (s)

Fig. I1.2.6. Curbele cinetice extinse simulate si experimentale pentru produsul si intermediarii de

reactie. Conditii: [OAP]y = 1'10"*M, [Oa]aisowva =1,17:10°M, [CuClyJo = 1'10°M, T = 30°C
Parametrii optimizati ki, ko, ks, ki si concentratiile de [O] si [SH2] pot fi folositi

pentru a decide care dintre termenii de la numitor ai ecuatiei (I1.2.21) pot fi neglijati. Cu

datele obtinute, ecuatia (II.2.22) devine mai simpla dar dificil de integrat:
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_d[Cu(ID], _ kk,[SH,’[Cu(ID],
dt k,[0,]1+k,[SH,]

(11.2.32)

Pentru solutiile saturate in aer k,[O,] = 4.9 '10™ s™ si ki[SHa] = 5.9 '10° s™'. Daca
primul termen de la numitor este neglijat ca o aproximatie grosierd, se obtine ki, = ki,
rezultat obtinut de asemenea din ecuatia (II.1.26) cand k,[O,]/ks = 1,7 10° << 1. Aceasta
explica independenta aparentd a constantei de inhibitie fata de concentratia de oxigen
molecular.

Pentru solutiile saturate in oxigen molecular aproximatia este si mai grosiera, dar
inca in acord cu comportarea experimentald. Se poate concluziona cd doar prima
aproximatie limitativd koks[O,]<<(k;ks+kik2[O2])[SH,], de asemenea robustd, poate
explica rezultatele, in timp ce a doua, estimind o proportionalitate inversa a constantei de

inhibitie cu concentratia de oxigen este In neconcordanta cu rezultatele.

I1.3. Cinetica oxidarii unor 2-aminofenoli substituiti in prezenta de ioni ai

metalelor tranzitionale

In acest capitol s-a studiat comportarea cinetica la oxidarea cu O, in solutii apoase
oxigenate a unor 2-aminofenoli substituiti: 2-amino-p-clorofenol (4CIOAP) si 2-amino-p-

crezol (4CH30AP) in prezenta de saruri ale metalelor tranzitionale.

OH OH
NHo = ~MH2
.
cl CHa
Fig. 11.3.1. 2-amino-p-clorofenol Fig. 11.3.2. 2-amino-p-crezol

Prezenta substituentilor in pozitia 4 poate influenta formarea produsilor finali de
reactie prin efectele electronice si sterice.

Pentru a ilustra cat mai bine diferentele care apar la oxidarea 2-aminofenolilor
substituiti in prezenta sarurilor de Cu(Il) s-au reprezentat frecventele de turnover in functie
de concentratiile initiale de substrat. Frecventele de turnover s-au calculat prin impartirea
valorii pantelor, obtinute din dependenta concentratie de produs/substrat vs. timp, la

concentratiile de sare, asa cum sunt prezentate in figurile I11.3.17. s1 I1.3.18.

14



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Cinetica degradirii oxidative a unor poluanti fenolici in mediu apos

- CuSO4
CuCi2
CuA2

1,00E-03

5,00E-04

5,00E-05 1,00E-04 500E-04 1,00E-03
[4CI0AP|YM

Fig. I1.3.17. Frecventele de turnover pentru trei saruri de Cu(Il): [CuCl,]y, [CuSOy]o, [Cu(CH;COO0),] =
1'10°M, la diferite concentratii initiale de 4CIOAP

frecventa de
turnover/ s™

Fig. 11.3.18. Frecventele de turnover pentru trei saruri de Cu(Il): [CuCl,]y, [CuSOy]y, [Cu(CH;CO0), ] =
1'10°M, la diferite concentratii initiale de 4CH;OAP.

In figura I1.3.19. sunt reprezentate in mod comparativ frecventele de turnover la
oxidarea celor trei o-aminofenoli luati in lucru: OAP, 4CIOAP, 4CH3OAP in prezenta
sarurilor de Cu(II). Se observa cd cele mai mari valori se obtin in cazul oxidarii 2-

aminofenolului.
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o,oogsw/

0,002-

0,0015
Frecventa de

tumower/s™

0,001

0,0005 cua2

o
4CIOAP

Cu(CH300O)2

OAP

Fig.11.3.19. Frecventele de turnover pentru trei saruri de Cu(Il): [CuCl,]y, [CuSQ4]o,
[Cu(CH;COO0),], = 1'10°M, [OAP],, [4CIOAP],, [4CH;0AP],= 1'110™*M, pH =7,00, T=30°C

I1.4. Cinetica oxidarii unor 2-aminofenoli in prezenta tirozinazei din
ciuperci

In acest capitol s-au ficut o serie de experimente in care s-au oxidat trei o-
aminofenoli: OAP, 4CIOAP si 4CH30AP in solutii apoase oxigenate in prezenta
tirozinazei din ciuperci. Tirozinaza (TYR) este o metaloenzima ce catalizeazd oxidarea
fenolilor, centrul catalitic activ al tirozinazei este format din 2 atomi de cupru, fiecare
dintre acestia coordinat la trei resturi de histidina.

Eficienta catalitica a tirozinazei in reactia de oxidare a unor 2-aminofenoli [105], a
fost determinata utilizdnd constantele aparente de ordinul I obtinute din curbele cinetice
integrale absorbantd de produs in functie de timp. Deoarece la conversii mici ale
substratului toate reactiile urmeaza o cinetica de ordinul I, pe portiunile initiale s-a fitat o

. . .o k e o . .
ecuatie cineticd de forma A=Aq(1-e™) caracteristici unui proces de ordinul I.
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Fig.11.4.4. Eficienta catalitica a tirozinazei la oxidarea unor 2-aminofenoli

S-au calculat si frecventele de turnover la oxidarea OAP, 4CIOAP si 4CH30AP cu
oxigen molecular in prezenta tirozinazei din ciuperci. Frecventele de turnover s-au calculat
prin impartirea valorii pantelor, obtinute din dependenta concentratie de produs/substrat vs.

timp (pentru conversii de 1%), la concentratia de enzima.

Tabelul I1.4.1. Frecventele de turnover la oxidarea OAP, 4CIOAP si 4CH;0AP cu O,, in

prezenta tirozinazei din ciuperci

OAP+0O,+TYR | 4CIOAP+0O,+TYR | 4CH30AP+0,+TYR

Frecventa de turnover 3,14'104 g7 1,78'104 g7 0,81'104 g7

I1.5. Comportarea cinetica la oxidarea unor poluanti fenolici in prezenta

peroxidazei din hrean
In acest capitol s-au ficut o serie de experimente in care s-au oxidat o-aminofenoli:
OAP, 4CIOAP, 4CH30AP si L-DOPA 1in solutii apoase oxigenate in prezenta peroxidazei
din hrean. Peroxidaza din hrean este o metaloenzima, cu o structura formata dintr-o parte
proteica si un cofactor. Cofactorul peroxidazei este alcdtuit dintr-un ion de fier si
protoporfirina IX.
Eficienta cataliticd a peroxidazei in reactia de oxidare a 2-aminofenolilor

substituiti, a fost determinata (ca si in cazul tirozinazei) utilizind constantele aparente de
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ordinul I, ce au fost obtinute din curbele cinetice integrale absorbanta de produs in functie
de timp [106]. Se stie ca la conversii mici ale substratului (1%) toate reactiile urmeaza o
cinetica de ordinul I, astfel ci pe portiunile initiale s-a fitat o ecuatie cineticd A=Aq(1-¢™)

caracteristica unui proces de ordinul I.

0,357
0,31
0,25
0,21
ks’
0,15+
0,1
o A
T
OAP 4CIOAP 4CH3OAP

Fig.I1.5.4 Eficienta catalitica a peroxidazei la oxidarea unor 2-aminofenoli

La oxidarea OAP, 4CIOAP si 4CH30AP cu oxigen molecular in prezenta

peroxidazei din hrean s-au calculat si frecventele de turnover.

Tabelul I1.5.1. Frecventele de turnover la oxidarea OAP, 4CIOAP si 4CH;0AP cu O, 1n

prezenta peroxidazei din hrean

OAP+O,+HRP | 4CIOAP+O,+HRP | 4CH;0AP+0O,+HRP

Frecventa de turnover 5,93'104 g7 2,18'104 g7 1,41'104 g7

Comparand frecventele de turnover obtinute la oxidarea OAP, 4CIOAP si
4CH;30AP cu oxigen molecular atat in prezenta HRP, TYR (cap. 11.4.) cat si in prezenta
sarurilor de cupru (cap. 11.3.) se observa aceeasi tendintad si anume: cele mai mari valori se
obtin la oxidarea OAP, urmat de 4CIOAP, iar cele mai mici valori se obtin la oxidarea

4CH;0AP.
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Caii de inactivare la oxidarea unor derivati fenolici in prezenta HRP

In cazul reactiei in prezenta peroxidazei, generarea speciilor oxigenate reactive
(ROS) in timpul procesului oxidativ duce la anumite dificultdti In obtinerea unor conversii
semnificative deoarece anumite specii oxigenate reactive precum O,  sau HOO
reactioneazd cu forma nativd a enzimei sau cu intermediarii enzimatici, rezultand
complecsi inactivi [46, 107].

Pentru a verifica daca pe parcursul reactiei de oxidarea a 4CIOAP/OAP cu O,
respectiv H,O, n prezenta peroxidazei se produce inactivarea enzimei s-a aplicat testul
Selwyn. Acesta constd in reprezentarea concentratiei de produs (sau o marime
proportionald cu aceasta) in functie de produsul [E]o-timp. Curbele obtinute pentru diferite
concentratii de enzima ar trebui sd se suprapund in absenta inactivarii. Rezultatele testelor
Selwyn indica inactivarea HRP in timpul reactiei.

Pentru a elucida posibile reactii ale apei oxigenate cu substratul fenolic sau cu
intermediarii activi ai peroxidazei s-au facut o serie de studii experimentale in care OAP a
fost oxidat la APX cu H,O; 1n solutie dezaerata [82].

Pe baza rezultatelor obtinute si conform datelor din literatura [1, 21, 81, 109] s-a
propus un model cinetic pentru generarea radicalilor aminofenoxil si a speciilor ROS 1n

timpul oxidarii OAP cu H,O;:

SH, +H,0, ——>SH* +HO' +H,0 (IL5.6)
H,0, +HO* —=—-HOO" +H,0 (IL.5.7)
HOO® +H,0, —~—HO" +H,0+0, (IL5.8)
SH, +0, —+—>SH" + HOO* (IL5.9)
2HOO® —*—H,0, +0, (I.5.10)

unde SH, este OAP, iar SH'este radicalul aminofenoxil corespunzator. Constantele de

viteza, ks-ks, sunt raportate in literaturd si sunt prezentate tabelul I1.5.1.
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Pentru etapa 1 s-a estimat mai intdi constanta de viteza de ordin aparent unu
k'=(2,25+0,18)-107*s™" atunci cAnd H,O, este in exces si are o concentratie de 1-10" M.
Deoarece valoarea estimata a ordinului partial de reactie fatd de H,O, este aproximativ
egal cu 1, constanta de vitezd de ordinul doi poate fi calculatd ca raport intre k'si

concentratia de H,O,, iar pentru acest set de date are valoarea 2,25-10° M s,

Tabelul I1.5.2. Constantele de viteza pentru mecanismul descris la oxidarea OAP in prezentd de

HzOz
Constanta de viteza Valoare/ M''s™ Referinta
ks 2,7-107 109
k3 0,5 109
ks 4,7-107 81
ks 1,6:10° 81, 46

Estimarea constantei de inactivare operationalid a HRP utilizaind metoda

ioconversionala
a)Oxidarea L-DOPA

Conform metodei izoconversionale, atunci cand concentratia de HRP este mult mai
micd in raport cu concentratiile ambelor substraturi L-DOPA si H,O,, se atinge o stare
cvasi-stationara, iar evolutia In timp a sistemului poate fi descrisd de o singura viteza de
reactie.

) et (IL5.14)

isoconv

[%j /[HRP],; = f([DC]

1

Constanta de inactivare ki, se poate estima prin regresie neliniara a ecuatiei I1.5.14,

unde (d[DC]/dt) /[HRP],,

1

este variabila dependenta, t este variabila independenta, iar

isoconv
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f([DC] si kin sunt parametrii estimati, sau prin regresie liniara a formei logaritmice a

isoconv )

aceleiasi ecuatii:

d[DC] 1
" | = I{EIDC e ) = 1.5.15
{[ dt ji [HRP] 0. j ( ([ ]150001“’ )) mt ( )

Constanta cinetica de inactivare poate fi calculatda in conditii izoconversionale,

e A . < - d[DC 1 .
utilizand ecuatia (I1.5.15) ca panta a dependentei liniare In b vs. timp,
dt ); [HRP],;
asa cum este prezentat in figura 11.5.19.:
-2.40
Equation y=a+b*
Adj. R-Squar  0.99158
-2.45 4 Value Standard Error
. B Intercept -2.33837 0.00922
N . B Slope -2.02331E-4 7.6072E-6

& -2.50 |
o
L. .
% -2.551 S
5 .
a T
5 -2.60 \ﬁ\\
3 N

-2.65 =

-2.70

T T T T T T T T T T T
600 800 1000 1200 1400 1600
A

Fig. I1.5.19. Estimarea constantei cinetice de inactivare k;,. Conditii: [L-DOPA], =5- 10°M,
[H202]6=8-10" M, [DClisocony= 2-10°M [110]

Constanta aparenti de ordinul unu fiind kiy=(2,023+0,076)-10* s’ (a=0,05),
constanta de inactivare de ordinul doi poate fi estimatd ca fiind raportul

kin/[H20,]=2,52-10" M .57
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b) Oxidarea OAP
Urmand acelasi rationament ca si in cazul L-DOPA o constanta globala de inactivare ki, s-

a estimat in cazul oxidarii OAP, prin regresie liniara din ecuatia :

In [d[APX]j X ! = m(f ([APX]isoconV )) - kint (11'5'24)
dt )i [HRP]y,

Constanta cinetica de inactivare poate fi calculatd in conditii izoconversionale,

d[APX]j 1 J
A7)

utilizand ecuatia (I1.5.24) ca pantd a dependentei liniare In [ :
dt ), [HRP],,

timp, asa cum este prezentat in figura I1.5.20.

2.4 4 Equation y=a+b*x
r2 0.97942
Value Standard Error
221 a Intercept | 3.48668 0.11131
=  2.04 b Slope -0.01444  9.33773E-4
o
% 4
= 1.8 -
x 4
2 16
X
o i
<
S 1.4-
E -
1.2
1.0 ’ . : , : . | . | .
80 100 120 140 160 180
time/s

Fig. I1.5.20. Estimarea constantei cinetice de inactivare k;,. Conditii: [OAP], =1- 10*M,
[H,0,10=2,5-10" M, [APX Jisocon= 1-10° M, T=30°C, pH=7,00

Constanta de inactivare pentru o inactivare de ordinul unu este
1(111::(144,419,33)-10'4 s (0=0,05). Constanta de inactivare de ordinul doi poate fi
estimata ca fiind raportul k;/[H,0,]=5,76- 10°M s
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I1.6. Influenta sarurilor de Cu(II), Mn(II) si Co(II) asupra cineticii
reactiei de oxidare a unor 2-aminofenoli in prezenta peroxidazei din

hrean

Asa cum a fost descris In capitolul precedent, oxidarea fenolilor in prezenta
peroxidazei genereazd anumite specii oxigenate reactive precum O, sau HOO', care pot
reactiona cu forma nativa a enzimei sau cu intermediarul activ II, rezultand complecsi
inactivi.

Acest inconvenient ar putea fi evitat prin adaugarea in mediul de reactie de ioni ai
metalelor tranzitionale precum Mn(II), Cu(Il) si Co(Il), unii dintre acestia fiind captatori
eficienti de radicali anion superoxid si peroxil.

Adaosul sarurilor de mangan in amestecul de reactie oxigenat la oxidarea OAP si
4CIOAP a determinat cresterea vitezei de formare a APX si a CIAPX. Studii din literatura
au demonstrat cd Mn* reactioneaza cu radicalul anionului superoxid sau cu radicalul
peroxil si formeaza oxidantul puternic Mn+3, iar in final genereaza H,O, [111]. O data ce
existd H>O; in sistem formarea produsilor finali de reactie este mult mai rapida atunci cand
oxidarea se face si in prezenta HRP.

Cresterea cantitatii de H,O, din sistem faciliteaza si reactia dintre compusul II si
H,0, si poate conduce la inactivarea enzimei native prin formare de compus III. Pentru a
verifica dacad pe parcursul reactiei de oxidare in prezenta sarurilor de Mn (II) se produce
inactivarea enzimei s-a aplicat testul Selwyn, iar rezultatele testului Selwyn au indicat
Inactivarea.

Sulfatul de cobalt adaugat in solutie a avut de asemenea un efect activator asupra
reactiei de oxidare enzimaticd a OAP [108], Tnsd Co(Il) nu este cunoscut ca si captator de
radical peroxil, efectul sdu activator putind fi atribuit modificarilor conformationale ale
enzimei [88].

S-a studiat si influenta unor saruri de Cu(ll) (CuCly, Cu(CH3COQ),), CuSOy)
asupra cineticii reactiei de oxidare cu O; a unor 2-aminofenoli (OAP, 4CIOAP, 4CH3;0AP)

in solutie apoasa saturatd in oxigen in prezenta peroxidazei. Cresterea vitezei de reactie se
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- o s . . N . . . . 2
datoreaza formdrii apei oxigenate in sistem sub actiunea ionilor de Cu™, asa cum a fost

prezentat in mecanismul oxidarii OAP in prezenta sarurilor de Cu(II) (capitolul I1.2.).

I1.7. Concluzii generale

In acord cu obiectivele propuse, studiile experimentale au condus la urmitoarele
concluzii generale:

-Partea originald a lucrarii prezinta studiul cinetic la oxidarea cu O, a unor poluanti
fenolici precum 2-aminofenol, 4-cloro-2-aminofenol si 2-amino-p-crezol in solutii apoase
oxigenate utilizand drept catalizatori sdruri simple ale metalelor tranzitionale precum
CuCl,, CuSOy4, Cu(CH3COO),, CoSO4, MnSO4, MnClp, Mn(NO3),, Mn(CH3COO),, iar ca
biocatalizatori tirozinaza din ciuperci si peroxidaza din hrean. Aceste enzime contin in
centrul catalitic activ ioni ai metalelor tranzitionale precum Cu(Il) in cazul tirozinazei si
Fe(IlI) in cazul peroxidazei, ce participa activ la procesul catalitic;

- La oxidarea 2-aminofenolului cu oxigen molecular de catre sdruri de cupru
(CuCl, CuSOy4, Cu(CH3COO),) s-a propus un model cinetic ce implica 11 etape (catalitice
si necatalitice). Cinetica procesului a indicat o inhibitie de substrat prin formarea
complexului Cu[bis(o-iminosemichinonat)], ce a fost izolat si caracterizat prin spectrul IR;

- Unele constante de viteza ale etapelor modelului cinetic au fost luate din datele de
literaturd, iar celelalte au fost estimate experimental sau numeric, utilizand o metoda de
optimizare. Constanta cineticd de inhibitie a fost estimata utilizind metoda
izoconversionald, obtinandu-se o concordantd rezonabild intre constanta de inhibitie
masurata si cea simulatd;

-In cazul oxidarii unor 2-aminofenoli substituiti precum 4-cloro-2-aminofenol si 2-
amino-p-crezol cu sdruri de cupru, reactia decurge mai lent decdt in cazul oxidarii o-
aminofenolului, din cauza efectului substituentului din pozitia 4;

- Vitezele initiale de reactie la oxidarea 4-cloro-2-aminofenolului i 2-amino-p-
crezolului in prezenta sarurilor de Cu(Il), sunt mai mari la oxidarea in prezenta CuCl, fata

de oxidarea n prezenta de CuSO4 si Cu(CH3COO); ;
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- Adaosul de saruri ale metalelor tranzitionale precum Co(II), Mn(II) si Cu(Il) la
oxidarea 4CIOAP cu O,, duce la cresterea conversiei substratului la produsul final, ionii de
Cu(II) avand o eficintd catalitica mai mare fata de ionii de Co(I1) si Mn(1I);

- Valoarea constantei cinetice de ordinul I la oxidarea o-aminofenolui, 4-cloro-2-
aminofenolului §i 2-amino-p-crezolului cu O, In prezenta tirozinazei din ciuperci a fost mai
mare in cazul oxidarii OAP fatd de ceilalti doi aminofenoli substituiti;

- La oxidarea in prezenta peroxidazei din hrean constanta cinetica de ordinul I a
fost mai mare tot in cazul OAP in comparatie cu 4CIOAP si 4CH3;0AP;

- In timpul procesului de oxidare a OAP si 4CIOAP in prezenta HRP are loc
inactivarea enzimei, (inactivare ce a fost demonstrata pe baza testului calitativ Selwyn) ca
urmare a generarii speciilor oxigenate reactive si a H>O,. Generarea speciilor ROS a fost
evidentiata Tn modelul cinetic propus la oxidarea OAP cu H,0O, in solutie dezaerata;

- A fost propus un model cinetic la oxidarea OAP cu H,0, in prezenta HRP, si s-a
determinat constanta de inactivare a peroxidazei in exces de apa oxigenatd cu ajutorul
metodei izoconversionale. De asemenea, s-a estimat prin aceeasi metoda o constantd de
inactivare enzimaticd si in cazul oxidarii L-DOPA 1in prezenta peroxidazei si a H,O, in
exces;

- Adaosul unor saruri ale metalelor tranzitionale precum Co(II), Mn(II) si Cu(II) n
procesul de oxidare enzimatica a unor aminofenoli, a avut un efect activator ca urmare a
rolului de captatori de radicali peroxil si generare de H,O, in cazul ionilor de Mn(II) si
Cu(II) si datoritd modificarilor conformationale in cazul ionilor de Co(Il);

- La oxidarea OAP si 4CIOAP in prezenta HRP si a ionilor de Mn(Il), cresterea
cantitatii de H,O, din sistem a dus la inactivarea enzimei native prin cresterea cantitatii de
Compus 111, inactivare ce a fost demonstrata prin testele Selwyn;

- La oxidarea OAP, 4CIOAP si 4CH3;0AP cu oxigen molecular atat in prezenta
sarurilor de cupru cat si in prezenta metaloenzimelor (HRP s1 TYR), frecventa de turnover
cea mai mare s-a obtinut in cazul oxidarii OAP, iar frecventa de turnover cea mai mica s-a

obtinut in cazul oxidarii 4CH3OAP.
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