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INTRODUCERE 

Alegerea temei „Cinetica degradării oxidative a unor poluanŃi fenolici în mediu 

apos” este justificată de faptul că  înlăturarea derivaŃilor fenolici deversaŃi în apele 

reziduale provenite de la rafinării sau rezultaŃi în urma proceselor tehnologice din industria 

coloranŃilor, reprezintă o problemă de mare actualitate. Compuşii fenolici sunt dăunători 

pentru organism, în special derivaŃii cloruraŃi, chiar şi atunci când sunt prezenŃi în 

concentraŃii reduse (1 µg/l). Ei se manifestă ca substraturi inhibitoare în anumite 

transformări metabolice [1].  

Pentru înlaturarea poluanŃilor fenolici se utilizează în ultimul timp câteva tehnologii 

noi, numite procese de oxidare avansată (POA) cum sunt: fotoliza omogenă UV, oxidarea 

omogenă în absenŃa luminii (metode ce folosesc reactiv Fenton [2]), fotoliza eterogenă 

(UV/TiO2), radioliza, oxidarea cu aer umed [3-6].  

Anumite tipuri de oxidoreductaze existente în plantele acvatice cum ar fi tirozinazele şi 

peroxidazele precum şi ionii unor metale tranziŃionale ca manganul sau cuprul [10, 11] 

sunt specii prezente permanent în apele reziduale şi naturale, iar utilizarea lor poate 

constitui o alternativă fezabilă  la oxidarea chimică.  

PoluanŃii fenolici sunt transformaŃi în compuşi mai puŃin toxici care pot avea acŃiune 

antimicrobină şi citostatică. Produşii de oxidare ai fenolilor precum xantomatina, 

actinomicina D, questiomicina A fac parte din clasa fenoxazonelor, acŃiunea citostatică a 

acestor compuşi fiind aceea că se pot intercala cu ADN-ul uman, ducând la blocare 

enzimatică şi la erori de citire în timpul procesului de replicare [23-25].  

Mecanismele de oxidare a poluanŃilor fenolici sunt deosebit de complexe, iar pentru a 

descrie evoluŃia în timp a sistemelor reactante se impune utilizarea unor modele 

matematice. Modelele matematice constau în ecuaŃii caracteristice care pot fi rezolvate prin 

metode numerice cu ajutorul unor programe dedicate. 

În această teză se realizează un studiu cinetic prin monitorizarea degradării oxidative a 

unor poluanŃi fenolici în prezenŃa unor catalizatori şi biocatalizatori din mediul natural prin 

utilizarea reactorului semi-închis cu amestecare în vederea simularii condiŃiilor reale.  

Principalele obiective urmărite în cadrul acestei lucrări au fost: 
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• Valorificarea unor catalizatori existenŃi în mediul natural, în degradarea unor poluanŃi 

fenolici deversaŃi în apele reziduale şi modelarea cinetică a proceselor în care aceştia 

intervin;  

• Valorificarea unor biocatalizatori  în degradarea poluanŃilor fenolici; 

• Efectuarea unui studiu de eficienŃă catalitică a peroxidazei din hrean şi a tirozinazei din 

ciuperci existente în apele naturale şi reziduale în vederea optimizării proceselor de 

degradare oxidativă a poluanŃilor fenolici;  

• Efectuarea unui studiu al inactivării peroxidazei din hrean în procesul de degradare 

oxidativă a poluanŃilor fenolici precum şi estimarea unor constante de inactivare; 

• Efectuarea unui studiu al influenŃei modulatorilor asupra cineticii reacŃiilor de oxidare 

enzimatică în medii apoase; 

• Aplicarea unor metode moderne ale modelării matematice şi ale informaticii în vederea 

elucidării mecanismelor de reacŃie pentru procesele studiate; 

Teza de doctorat cuprinde o parte de literatură care descrie stadiul actual al cunoaşterii 

în domeniul studiat, şi o a doua parte, de contribuŃii originale, bazată pe rezultatele 

experimentale obŃinute pe perioada derulării cercetării pentru elaborarea tezei de doctorat.  

În partea de literatură sunt prezentate aspecte referitoare la: toxicitatea derivaŃilor 

fenolici şi parcursul acestora în apele de suprafaŃă (cap. I.1.), metodele de degradare a 

poluanŃilor fenolici la compuşi mai puŃin toxici (cap. I.2.), avantajele utilizării 

metaloenzimelor în depoluarea apelor (cap. I.3.), modelarea cinetică a oxidării fenolilor 

pentru calcularea vitezelor de reacŃie şi a parametrilor cinetici (cap. I.4.), efectele datorate 

de prezenŃa ionilor în soluŃie ce modifică apreciabil comportarea celorlalte particule 

prezente (cap. I.5.), metodele utilizate până în prezent pentru a descrie inactivarea unei 

enzime precum testul Selwyn şi metoda izoconversională (I.6.), iar în ultimul capitol (I.7.) 

sunt prezentaŃi produşii de oxidare ai polunŃilor fenolici cu efecte terapeutice. 

În partea originală a lucrării sunt prezentate studiile cinetice la oxidarea 2-

aminofenolului şi a unor 2-aminofenoli substiuiŃi (2-amino-p-clorofenolului, 2-amino-p-

crezolului, L-3,4-dihidroxifenilalanină) cu oxigen molecular în  soluŃii apoase oxigenate fie 

în prezenŃa unor săruri ale metalelor taranziŃionale (Cu (II), Co(II), Mn(II)), fie în prezenŃa 
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metaloenzimelor: tirozinază din ciuperci şi peroxidază din hrean, fie atât în prezenŃa 

sărurilor metalelor taranziŃionale cât şi în prezenŃa metaloenzimelor. 

 

II. CONTRIBUłII ORIGINALE 

II.2. Cinetica oxidării  2-aminofenolului în prezenŃa ionilor de Cu(II) 

 

În acest studiu s-au utilizat săruri simple de cupru pentru a cataliza oxidarea OAP 

în soluŃii apoase oxigenate şi pentru a elabora un model de reacŃie capabil să explice 

randamentele scăzute în fenoxazonă concomitent cu inactivarea operaŃională a 

catalizatorului. S-a demonstrat că o cale de inactivare poate fi atribuită formării 

complexului stabil Cu[bis(o-iminosemichinonat)] [99], un compus cunoscut ca  agent 

antimicrobian moderat. 

Se ştie că procesul de condensare oxidativă a două molecule de OAP pentru 

formarea APX are loc prin intermediul radicalilor liberi 2-aminofenoxil. Generarea 

radicalului aminofenoxil se presupune că are loc atât catalitic cât şi în absenŃa 

catalizatorului (auto-oxidarea), dar următoarele etape cum sunt: disproporŃionarea, adiŃia, 

ciclizarea şi  oxidarea nu necesită prezenŃa catalizatorului [82] (schema II.2.1.): 
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Schema II.2.1. Modelarea simplificată a etapelor de oxidare a OAP semnificative din punct de 

vedere cinetic 
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OH

NH2

+ O2 +2 3/2

O

N

O

NH2

3 H2 O

APXOAP  

Schema II.2.2. EcuaŃia globală pentru oxidarea OAP la APX 

În acest studiu am propus şi dezvoltat o secvenŃă de reacŃie pentru oxidarea OAP 

catalizată de Cu(II) ce include ca intermediari activi plauzibili speciile Cu(II) 

superoxigenate şi complecşii Cu-OAP, a căror prezenŃă este susŃinută şi de datele din 

literatură [71, 86]. O etapă de inactivare, atribuită formării complexului stabil Cu[bis(o-

iminosemichinonat)] (de asemenea descris în literatură [71]), a fost adăugată şi  

demonstrată experimental. 

Oxidarea OAP în prezenŃa Cu(II) a fost monitorizată în soluŃii saturate în aer sau 

oxigen molecular, modelul cinetic luând în considerare reacŃiile în prezenŃa oxigenului 

molecular dizolvat în soluŃie conform stoechiometriei globale (schema II.2.2.).  

Modelul propus ia în calcul generarea speciilor oxigenate reactive (ROS) precum 

HOO., HO. şi a altor specii radicalice cu reactivitate înaltă, şi porneşte de la un set de 

constante de viteză raportate în literatură pentru oxidarea 2-aminofenolului [81, 82] şi  

pentru generarea speciilor oxigenate reactive, celelalte constante fiind obŃinute fie 

experimental fie utilizând un algoritm de optimizare. 

+++
+→+ H)CuSH(CuSH 1k2

2                     (II.2.1) 

⋅+→+
++ SH)CuO(O)CuSH( 2

k
2

2                                 (II.2.2) 

−•++
+→ 2

2k
2 OCu)CuO( 3                                    (II.2.3) 

⋅→+
+−• HOOHO 4k

2                       (II.2.4) 

⋅+⋅→+ HOOSHOSH 5k
22                       (II.2.5) 
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PSH2 6k
→⋅                        (II.2.6) 

222
k OOHHOO2 7 +→⋅                       (II.2.7) 

OHHOSHOHSH 2
k

222
8 +⋅+⋅→+                     (II.2.8) 

OHHOOHOOH 2
k

22
9 +⋅→⋅+                     (II.2.9) 

22
k

22 OOHHOOHHOO 10 ++⋅→+⋅                   (II.2.10) 

++
+→+ H)SH(CuSH)CuSH( 2

k
2

11                   (II.2.11) 

unde SH2 este OAP.  

 

Tabelul II.2.2. Constantele de viteză în mediul apos utilizate în procesul de optimizare 

Constanta 

de viteză 

Valoarea/ M-1·s-1 ReferinŃa 

k7 1,6 .105 84, 85 

k9 2,7.107 77 

k10 0,50 84 

 

Constantele de viteză (k5 şi  k8) au fost estimate experimental urmărind modelul 

experimental şi raŃionamentul teoretic descris în mai multe lucrări anterioare [81, 82]. Pe 

scurt, o constantă de viteză de ordin aparent unu k’
5, a fost estimată prin regresie neliniară 

prin fitarea unei funcŃii de ordin aparent unu pe curba cinetică extinsă [APX] versus timp 

obŃinută la oxidarea OAP cu oxigen molecular în soluŃie saturată în oxigen.  

Constanta de viteză de ordinul doi, k5 a fost obŃinută ca raport între k’
5 şi [O2]: 

k5=(1,191±0,002) .10-2 M-1s-1) cu α=0,05.  
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Într-o manieră asemănătoare s-a obŃinut k8, utilizând curba cinetică extinsă [APX] 

vs. timp obŃinută în procesul de oxidare a OAP cu apă oxigenată, H2O2 fiind în exces de 

100 de ori faŃă de OAP: k8=(2,011±0,006) .10-3 M-1s-1 cu α=0,05.  

Valoarea constantei de viteza k6 a fost fixată la o valoare acceptabilă de 1.108 M-1s-

1, deoarece variind acest parametru intre 1.106 -1.1010 M-1s-1 (domeniul specific pentru 

constanta de viteză pentru reacŃiile rapide în soluŃie) nu schimbă valorile parametrilor 

optimizaŃi. 

Estimarea constantei de viteză k11: etapa de inactivare a catalizatorului de Cu(II) 

atribuită formării complexului inactiv Cu[bis(o-iminosemichinonat), a fost urmarită 

utilizând o metodă izoconversională, aşa cum a fost descrisă anterior pentru o inactivare 

catalitică de ordinul unu [92]. 

În condiŃii izoconversionale variaŃia concentraŃiei de produs (APX) în timp este de 

forma: 

( ) *
i,0isoconv

i

)]II(Cu[]APX[f
dt

]APX[d
×=







                       (II.2.13) 

Din bilanŃul molar al catalizatorului şi din condiŃiile aproximaŃiei stării de cvasi-

staŃionaritate s-a calculat concentraŃia complexului activ Cu(SH)+: 

])O[kkkkkk](SH[]O[kk
]SH[)]II(Cu[kk

])CuSH[(
221311132232

2
*
031

+++
=

+      (II.2.21) 

 

VariaŃia în timp a catalizatorului de Cu(II) activ a fost:   

 

( ) ]SH[]O[kkkk]O[kk
)]II(Cu[]SH[kkk

dt
)]II(Cu[d

222131232

*
0

2
21131

*
0

++
=−                  (II.2.22) 

Nu există un procedeu simplu pentru a integra această ecuaŃie în vederea obŃinerii 

concentraŃiei *
0Cu(II)][ în funcŃie de timp atunci când [SH2] variază în timp. De aceea, 

două cazuri limită mai simple s-au obŃinut când unul dintre cei doi termeni de la numitor s-

au neglijat. 

I. Dacă k2k3[O2]<<(k1k3+k1k2[O2])[SH2] ecuaŃia (II.2.22) devine: 
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( )
*
0

22131

21131
*
0 [Cu(II)]

][Okkkk

][SHkkk

dt

d[Cu(II)]

+
=−  sau *

0

2
3

2

211
*
0 [Cu(II)]

][O
k

k
1

][SHk

dt

d[Cu(II)]









+

=−        (II.2.23) 

Integrând ecuaŃia (II.2.23) după ce variabilele au fost separate, şi având în vedere 

faptul că, concentraŃia oxigenului dizolvat s-a menŃinut constantă pe toată perioada 

procesului de oxidare, rezultă: 

 

∫∫








+

=−

t

0

2

2
3

2

11

)II(Cu

)]II(Cu[
*
0

*
0 dt]SH[

]O[
k
k

1

k

)]II(Cu[

)]II(Cu[d
*
0

0

                  (II.2.24) 

 

Pentru setul I, de la t=0 la timpul izoconversional unu se obŃine: 

11in Ik
i,0

*
i,0 e)]II(Cu[)]II(Cu[ −

×= ,                              (II.2.25) 

în care constanta de inactivare kin1 şi integrala I1 sunt: 

]O[
k

k
1

k
k

2
3

2

11
1in

+

=        şi ∫=
isoconvt

0

21 dt]SH[I                             (II.2.26) 

II. Dacă k2k3[O2]>>(k1k3+k1k2[O2])[SH2], ecuaŃia II.2.22 devine: 

][Ok

[Cu(II)]][SHkk

dt

d[Cu(II)]

22

*
0

2
2111

*
0 =−  sau *

0
22

2
2111

*
0 )]II(Cu[

]O[k

]SH[kk

dt

)]II(Cu[d
=−             (II.2.27) 

După integrare se obŃine: 

22in Ik
i,0

*
i,0 e)]II(Cu[)]II(Cu[ −

×=                              (II.2.28) 

cu  
]O[k

kk
k

22

111
2in =        şi         ∫=

isoconvt

0

2
22 dt]SH[I                                   (II.2.29)   

Integralele I1 şi I2 au fost calculate numeric ca aria de sub curbele [OAP] sau 

[OAP]2 în funcŃie de timp, după fitarea unor funcŃii nivelate (polinomiale) pe setul de date 

experimentale de forma [OAP]= [OAP]0 – 2[APX]. 

Pentru cazul I înlocuind concentraŃia catalizatorului activ din ecuaŃia (II.2.25) în 

ecuaŃia (II.2.13), se obŃine: 
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( ) 11in Ik
isoconvi,0soconvi e]APX[f)]II(Cu[)dt]APX[d( −

⋅=                           (II.2.30) 

Constanta de inactivare kin1 s-a estimat prin regresie neliniară a ecuaŃiei (II.2.30) 

unde i0,isoconv [Cu(II)]dt)(d[APX]  reprezintă variabila dependentă, I1 reprezintă variabila 

independentă, iar ( )isoconv[APX]f şi kin1 sunt parametrii estimaŃi, sau prin regresie liniară a 

formei logaritmice a aceleiaşi ecuaŃii. Estimarea constantei cinetice de inactivare kin1 este 

ilustrată în figura II.2.4. 

 

Fig.II.2.4 Estimarea constantei cinetice de inactivare kin1  în soluŃie saturată în oxigen molecular/aer 

în acord cu primul caz limită [ecuaŃiile (II.2.25) şi  (II.2.26)]. CondiŃii: [OAP]0 = 1.10-4M, T = 

30oC, conversie ≈ 20%, [CuCl2]0 variind între 5 .10-7M şi 1 .10-6M 

 

Rezultatele pentru kin1 (0,361 ± 0,030 s-1 în prezenŃa O2 şi  0.366 ± 0.016 s-1 în aer) 

indică o independenŃă aparentă a constantei de inhibiŃie faŃă de concentraŃia de oxigen 

dizolvat, insă din expresia constantei de inactivare 
]O[

k

k
1

k
k

2
3

2

11
1in

+

= , acest lucru rezultă 

doar dacă cel de-al doilea termen de la numitor este mult mai mic decât 1 şi se poate 

neglija. 
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În mod asemănător, pentru cazul II., înlocuind concentraŃia catalizatorului activ din 

ecuaŃia (II.2.28) în ecuaŃia (II.2.13), se obŃine: 

( ) 2in2Ik
isoconvi0,i e[APX]f[Cu(II)]dt)(d[APX] −

⋅=                                    (II.2.31) 

Urmând aceeaşi procedură, analiza prin regresie liniară a formei logaritmice a 

ecuaŃiei (II.2.31) este ilustrată în figura II.2.5.: 

 

Fig.II.2.5. Estimarea constantei cinetice de inactivare kin1  în soluŃie saturată în oxigen 

molecular/aer în acord cu cel de-al doilea caz limită [ecuaŃiile (II.2.28) şi  (II.2.29)]. CondiŃii: 

[OAP]0 = 1.10-4M, T = 30oC, conversie ≈ 20%, [CuCl2]0 variind între 5 .10-7M şi 1.10-6M 

 

Rezultatele pentru kin2 (4165 ± 169 s-1 în prezenŃa O2 şi  4023 ± 342 s-1 în aer) 

indică o dependenŃă direct proporŃională cu concentraŃia de oxigen, însă valorile obŃinute 

sunt în neconcordanŃă cu expresia constantei de inactivare 
]O[k

kk
k

22

111
2in =  care indică o 

proporŃionalitate inversă cu concentraŃia de oxigen.  

Analiza numerică şi optimizarea constantelor de viteză implicate în sistemul de 

ecuaŃii diferenŃiale II.2.1-II.2.11 pot ajuta la discriminarea între aceste două cazuri limită şi 
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pot de asemenea stabili semnificaŃia constantei de inhibiŃie. Procesul de optimizare a fost 

realizat cu programul Kintecus [101].  

Valorile optimizate ale următoarelor constante au fost: k1= (58,50± 0,04) M-1·s-1, 

k2=(2,18 ± 0,04) M-1·s-1, k3=(2,80± 0,08) .102 s-1, k4=(5,100 ± 0,024) ·106 M-1·s-1 şi  

k11=(4,80±0,05) .10-2 M-1·s-1 (cu α = 0,05).  

Analiza de sensibilitate, realizată cu programul Atropos [102] la trei intervale 

diferite de timp în scopul de a evita supra-parametrizarea, a arătat că toate constantele de 

viteză influenŃează forma curbei cinetice simulate şi toate etapele din modelul cinetic 

propus pot fi considerate semnificative cinetic. 

Curbele cinetice simulate pentru speciile Cu(II) active şi inactive: (CuSH)+, 

Cu(SH)2, alături de curbele simulate şi experimentale pentru APX sunt prezentate în figura 

II.2.6. 

 

 

Fig. II.2.6. Curbele cinetice extinse simulate şi experimentale pentru produsul şi intermediarii de 

reacŃie. CondiŃii: [OAP]0 = 1.10-4M, [O2]dizolvat =1,17.10-3M, [CuCl2]0 = 1.10-5M, T = 30oC 

 

Parametrii optimizaŃi k1, k2, k3, k11 şi concentraŃiile de [O2] şi  [SH2] pot fi folosiŃi 

pentru a decide care dintre termenii de la numitor ai ecuaŃiei (II.2.21) pot fi neglijaŃi. Cu 

datele obŃinute, ecuaŃia (II.2.22) devine mai simplă dar dificil de integrat: 
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]SH[k]O[k
)]II(Cu[]SH[kk

dt
)]II(Cu[d

2122

*
0

2
2111

*
0

+
=−                             (II.2.32) 

Pentru soluŃiile saturate în aer k2[O2] ≈ 4.9 .10-4 s-1 şi k1[SH2] ≈ 5.9 .10-3 s-1. Dacă 

primul termen de la numitor este neglijat ca o aproximaŃie grosieră, se obŃine kin1 ≈ k11, 

rezultat obŃinut de asemenea din ecuaŃia (II.1.26) când k2[O2]/k3 = 1,7 .10-6 << 1. Aceasta 

explică independenŃa aparentă a constantei de inhibiŃie faŃă de concentraŃia de oxigen 

molecular.  

Pentru soluŃiile saturate în oxigen molecular aproximaŃia este şi mai grosieră, dar 

încă în acord cu comportarea experimentală. Se poate concluziona că doar prima 

aproximaŃie limitativă k2k3[O2]<<(k1k3+k1k2[O2])[SH2], de asemenea robustă, poate 

explica rezultatele, în timp ce a doua, estimând o proporŃionalitate inversă a constantei de 

inhibiŃie cu concentraŃia de oxigen este în neconcordanŃă cu rezultatele.  

 

II.3. Cinetica oxidării unor 2-aminofenoli substituiŃi în prezenŃă de ioni ai 

metalelor tranziŃionale 

 În acest capitol s-a studiat comportarea cinetică la oxidarea cu O2 în soluŃii apoase 

oxigenate a unor 2-aminofenoli substituiŃi: 2-amino-p-clorofenol (4ClOAP) şi 2-amino-p-

crezol (4CH3OAP) în prezenŃă de săruri ale metalelor tranziŃionale. 

                                                                                             

 Fig. II.3.1. 2-amino-p-clorofenol                                             Fig. II.3.2. 2-amino-p-crezol 

PrezenŃa substituenŃilor în poziŃia 4 poate influenŃa formarea produşilor finali de 

reacŃie prin efectele electronice şi sterice.  

Pentru a ilustra cât mai bine diferenŃele care apar la oxidarea 2-aminofenolilor 

substituiŃi în prezenŃa sărurilor de Cu(II) s-au reprezentat frecvenŃele de turnover în funcŃie 

de concentraŃiile iniŃiale de substrat. FrecvenŃele de turnover s-au calculat prin împărŃirea 

valorii pantelor, obŃinute din dependenŃa concentraŃie de produs/substrat vs. timp, la 

concentraŃiile de sare, aşa cum sunt prezentate în figurile II.3.17. şi II.3.18.  
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Fig. II.3.17. FrecvenŃele de turnover pentru trei săruri de Cu(II): [CuCl2]0, [CuSO4]0, [Cu(CH3COO)2]0 = 

1.10-5M, la diferite concentraŃii iniŃiale de 4ClOAP 
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Fig. II.3.18. FrecvenŃele de turnover  pentru trei săruri de Cu(II): [CuCl2]0, [CuSO4]0, [Cu(CH3COO)2]0 = 

1.10-5M, la diferite concentraŃii iniŃiale de 4CH3OAP. 

În figura II.3.19. sunt reprezentate în mod comparativ frecvenŃele de turnover la 

oxidarea celor  trei o-aminofenoli luaŃi în lucru: OAP, 4ClOAP, 4CH3OAP în prezenŃa 

sărurilor de Cu(II). Se observă că cele mai mari valori se obŃin în cazul oxidării 2-

aminofenolului. 
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Fig.II.3.19. FrecvenŃele de turnover  pentru trei săruri de Cu(II): [CuCl2]0, [CuSO4]0, 

[Cu(CH3COO)2]0 = 1.10-5M, [OAP]0, [4ClOAP]0 , [4CH3OAP]0 = 1.10-4M, pH =7,00, T=30oC 

II.4. Cinetica oxidării unor 2-aminofenoli în prezenŃa tirozinazei din 

ciuperci 

În acest capitol s-au făcut o serie de experimente în care s-au oxidat trei o-

aminofenoli: OAP, 4ClOAP şi 4CH3OAP în soluŃii apoase oxigenate în prezenŃa 

tirozinazei din ciuperci. Tirozinaza (TYR) este o metaloenzimă ce catalizează oxidarea 

fenolilor, centrul catalitic activ al tirozinazei este format din 2 atomi de cupru, fiecare 

dintre aceştia coordinat la trei resturi de histidină. 

EficienŃa catalitică a tirozinazei în reacŃia de oxidare a unor 2-aminofenoli [105], a 

fost determinată utilizând constantele aparente de ordinul I obŃinute din curbele cinetice 

integrale absorbanŃă de produs în funcŃie de timp. Deoarece la conversii mici ale 

substratului toate reacŃiile urmează o cinetică de ordinul I, pe porŃiunile iniŃiale s-a fitat o 

ecuaŃie cinetică de forma  A=A0(1-e-kt) caracteristică unui proces de ordinul I.  
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Fig.II.4.4. EficienŃa catalitică a tirozinazei la oxidarea unor 2-aminofenoli 

S-au calculat si frecvenŃele de turnover la oxidarea OAP, 4ClOAP şi 4CH3OAP cu 

oxigen molecular în prezenŃa tirozinazei din ciuperci. FrecvenŃele de turnover s-au calculat 

prin împărŃirea valorii pantelor, obŃinute din dependenŃa concentraŃie de produs/substrat vs. 

timp (pentru conversii de 1%), la concentraŃia de enzimă.  

 

Tabelul II.4.1. FrecvenŃele de turnover la oxidarea OAP, 4ClOAP şi 4CH3OAP cu O2, în 

prezenŃa tirozinazei din ciuperci 

 OAP+O2+TYR 4ClOAP+O2+TYR 4CH3OAP+O2+TYR 

FrecvenŃa de turnover 3,14.104 s-1 1,78.104 s-1 0,81.104 s-1 

 

II.5. Comportarea cinetică la oxidarea unor poluanŃi fenolici în prezenŃa 

peroxidazei din hrean 

În acest capitol s-au făcut o serie de experimente în care s-au oxidat o-aminofenoli: 

OAP, 4ClOAP, 4CH3OAP şi L-DOPA în soluŃii apoase oxigenate în prezenŃa peroxidazei 

din hrean. Peroxidaza din hrean este o metaloenzimă, cu o structură formată dintr-o parte 

proteică şi un cofactor. Cofactorul peroxidazei este alcătuit dintr-un ion de fier şi 

protoporfirina IX. 

 EficienŃa catalitică a peroxidazei în reacŃia de oxidare a 2-aminofenolilor 

substituiŃi, a fost determinată (ca şi în cazul tirozinazei) utilizând constantele aparente  de 
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ordinul I, ce au fost obŃinute din curbele cinetice integrale absorbanŃă de produs în funcŃie 

de timp [106]. Se ştie că la conversii mici ale substratului (1%) toate reacŃiile urmează o 

cinetică de ordinul I, astfel că pe porŃiunile iniŃiale s-a fitat o ecuaŃie cinetică A=A0(1-e-kt) 

caracteristică unui proces de ordinul I. 

0
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Fig.II.5.4 EficienŃa catalitică a peroxidazei la oxidarea unor 2-aminofenoli 

 

La oxidarea OAP, 4ClOAP şi 4CH3OAP cu oxigen molecular în prezenŃa 

peroxidazei din hrean s-au calculat şi frecvenŃele de turnover. 

 

Tabelul II.5.1. FrecvenŃele de turnover la oxidarea OAP, 4ClOAP şi 4CH3OAP cu O2 în 

prezenŃa peroxidazei din hrean 

 OAP+O2+HRP 4ClOAP+O2+HRP 4CH3OAP+O2+HRP 

FrecvenŃa de turnover 5,93.104 s-1 2,18.104 s-1 1,41.104 s-1 

 

Comparând frecvenŃele de turnover obŃinute la oxidarea OAP, 4ClOAP şi 

4CH3OAP cu oxigen molecular atât în prezenŃa HRP, TYR (cap. II.4.) cât şi în prezenŃa 

sărurilor de cupru (cap. II.3.)  se observă aceeaşi tendinŃă şi anume: cele mai mari valori se 

obŃin la oxidarea OAP, urmat de 4ClOAP, iar cele mai mici valori se obŃin la oxidarea 

4CH3OAP. 
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Căi de inactivare la oxidarea unor derivaŃi fenolici în prezenŃa HRP 

În cazul reacŃiei în prezenŃa peroxidazei, generarea speciilor oxigenate reactive 

(ROS) în timpul procesului oxidativ duce la anumite dificultăŃi în obŃinerea unor conversii 

semnificative deoarece anumite specii oxigenate reactive precum O2
.- sau HOO.  

reacŃionează cu forma nativă a enzimei sau cu intermediarii enzimatici, rezultând 

complecşi inactivi [46, 107]. 

Pentru a verifica dacă pe parcursul reacŃiei de oxidarea a 4ClOAP/OAP cu O2, 

respectiv H2O2 în prezenŃa peroxidazei se produce inactivarea enzimei s-a aplicat testul 

Selwyn. Acesta constă în  reprezentarea concentraŃiei de produs (sau o mărime 

proporŃională cu aceasta) în funcŃie de produsul [E]0·timp. Curbele obŃinute pentru diferite 

concentraŃii de enzimă ar trebui să se suprapună în absenŃa inactivării. Rezultatele testelor 

Selwyn indică inactivarea HRP în timpul reacŃiei. 

Pentru a elucida posibile reacŃii ale apei oxigenate cu substratul fenolic sau cu 

intermediarii activi ai peroxidazei s-au facut o serie de studii experimentale în care OAP a 

fost oxidat la APX cu H2O2 în soluŃie dezaerată [82]. 

Pe baza rezultatelor obŃinute şi conform datelor din literatură [1, 21, 81, 109] s-a 

propus un model cinetic pentru generarea radicalilor aminofenoxil şi a speciilor ROS în 

timpul oxidării OAP cu H2O2: 

OHHOSHOHSH 2
k

222
1 ++→+

••  (II.5.6) 

OHHOOHOOH 2
k

22
2 +→+

••  (II.5.7) 

22
k

22 OOHHOOHHOO 3 ++→+
••                                                          (II.5.8) 

••
+→+ HOOSHOSH 4k

22  (II.5.9) 

222
k OOH2HOO 5 +→

•  (II.5.10) 

unde SH2 este OAP, iar •SH este radicalul aminofenoxil corespunzător. Constantele de 

viteză, k2-k5, sunt raportate în literatură şi sunt prezentate tabelul II.5.1. 
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Pentru etapa 1 s-a estimat mai întâi constanta de viteză de ordin aparent unu 

14 s100,18)(2,25k' −−
⋅±=  atunci când H2O2 este în exces şi are o concentraŃie de 1·10-1 M. 

Deoarece valoarea estimată a ordinului parŃial de reacŃie faŃă de H2O2 este aproximativ 

egal cu 1, constanta de viteză de ordinul doi poate fi calculată ca raport între 'k şi 

concentraŃia de H2O2, iar pentru acest set de date are valoarea 2,25·10-3 M-1 s-1. 

 

Tabelul II.5.2. Constantele de viteză pentru mecanismul descris la oxidarea OAP în prezenŃă de 

H2O2 

Constantă de viteză Valoare/ M-1s-1 ReferinŃă  

k2 2,7·107  109 

k3 0,5  109 

k4 4,7·10-2  81 

k5 1,6·105  81, 46 

 

Estimarea constantei de inactivare operaŃională a HRP utilizând metoda 

ioconversională 

a)Oxidarea L-DOPA  

Conform metodei izoconversionale, atunci când concentraŃia de HRP este mult mai 

mică în raport cu concentraŃiile ambelor substraturi L-DOPA şi H2O2, se atinge o stare 

cvasi-staŃionară, iar evoluŃia în timp a sistemului poate fi descrisă de o singură viteză de 

reacŃie. 

( ) tk
isoconvi0,

i

ine[DC]f/[HRP]
dt

d[DC] −
⋅=







  (II.5.14) 

Constanta de inactivare kin se poate estima prin regresie neliniară a ecuaŃiei II.5.14, 

unde i0,isoconv [HRP]dt)(d[DC]  este variabila dependentă, t este variabila independentă, iar 
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( )isoconv[DC]f si kin sunt parametrii estimaŃi, sau prin regresie liniară a formei logaritmice a 

aceleiaşi ecuaŃii: 

( )( ) tk[DC]fln
[HRP]

1

dt

d[DC]
ln inisoconv

i0,i

−=













⋅








                                                   (II.5.15) 

Constanta cinetică de inactivare poate fi calculată în condiŃii izoconversionale, 

utilizând ecuaŃia (II.5.15) ca pantă a dependenŃei liniare 













⋅









i0,i [HRP]

1

dt

d[DC]
ln  vs. timp, 

aşa cum este prezentat în figura II.5.19.: 
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Equation y = a + b*x

Adj. R-Squar 0.99158

Value Standard Error

B Intercept -2.33837 0.00922

B Slope -2.02331E-4 7.6072E-6

 

Fig. II.5.19. Estimarea constantei cinetice de inactivare kin. CondiŃii: [L-DOPA]0 =5·10-5 M, 

[H2O2]0=8·10-3 M, [DC]isoconv= 2·10-5 M [110] 

Constanta aparentă de ordinul unu fiind kin=(2,023±0,076)·10-4 s-1 (α=0,05), 

constanta de inactivare de ordinul doi poate fi estimată ca fiind raportul 

kin/[H2O2]=2,52·10-2 M-1·s-1.  
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b) Oxidarea OAP 

Urmând acelaşi raŃionament ca şi în cazul L-DOPA o constantă globală de inactivare kin s-

a estimat in cazul oxidarii OAP, prin regresie liniară din ecuaŃia : 

( )( ) tk]APX[fln
]HRP[

1
dt

]APX[d
ln inisoconv

i,0i
−=














×







                                          (II.5.24) 

Constanta cinetică de inactivare poate fi calculată în condiŃii izoconversionale, 

utilizând ecuaŃia (II.5.24) ca pantă a dependenŃei liniare 













⋅









i0,i [HRP]

1

dt

d[APX]
ln  vs. 

timp, aşa cum este prezentat în figura II.5.20. 
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Equation y = a + b*x

r^2 0.97942

Value Standard Error

a Intercept 3.48668 0.11131

b Slope -0.01444 9.33773E-4

 

Fig. II.5.20. Estimarea constantei cinetice de inactivare kin. CondiŃii: [OAP]0 =1·10-4M, 

[H2O2]0=2,5·10-5 M, [APX]isoconv= 1·10-5 M, T=30oC, pH=7,00 

Constanta de inactivare pentru o inactivare de ordinul unu este 

kin==(144,4±9,33)·10-4 s-1 (α=0,05). Constanta de inactivare de ordinul doi  poate fi 

estimată ca fiind raportul kin/[H2O2]=5,76·102 M-1·s-1. 
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II.6. InfluenŃa sărurilor de Cu(II), Mn(II) şi Co(II) asupra cineticii  

reacŃiei de oxidare a unor 2-aminofenoli în prezenŃa peroxidazei din 

hrean 

Aşa cum a fost descris în capitolul precedent, oxidarea fenolilor în prezenŃa 

peroxidazei generează anumite specii oxigenate reactive precum O2
.-  sau HOO., care pot 

reacŃiona cu forma nativă a enzimei sau cu intermediarul activ II, rezultând complecşi 

inactivi. 

Acest inconvenient ar putea fi evitat prin adăugarea în mediul de reacŃie de ioni ai 

metalelor tranziŃionale precum Mn(II), Cu(II) şi Co(II), unii dintre aceştia fiind captatori 

eficienŃi de radicali anion superoxid şi peroxil.  

Adaosul sărurilor  de mangan în amestecul de reacŃie oxigenat la oxidarea OAP şi 

4ClOAP a determinat creşterea  vitezei de formare a APX şi a ClAPX. Studii din literatură 

au demonstrat că Mn2+ reacŃionează cu radicalul anionului superoxid sau cu radicalul 

peroxil şi formează oxidantul puternic Mn+3, iar în final generează  H2O2 [111]. O dată ce 

există H2O2 în sistem formarea produşilor finali de reacŃie este mult mai rapidă atunci cand 

oxidarea se face şi  în prezenŃa HRP. 

Creşterea cantităŃii de H2O2  din sistem facilitează şi reacŃia dintre compusul II şi 

H2O2 şi poate conduce la  inactivarea enzimei native prin formare de compus III. Pentru a 

verifica dacă pe parcursul reacŃiei de oxidare în prezenŃa sărurilor de Mn (II) se produce 

inactivarea enzimei s-a aplicat testul Selwyn, iar rezultatele testului Selwyn au indicat 

inactivarea. 

Sulfatul de cobalt adaugat în soluŃie a avut de asemenea un efect activator asupra 

reacŃiei de oxidare enzimatică a OAP [108], însă Co(II) nu este cunoscut ca şi captator de 

radical peroxil, efectul său activator putând fi atribuit modificărilor conformaŃionale ale 

enzimei [88].  

S-a studiat şi influenŃa unor săruri de Cu(II) (CuCl2, Cu(CH3COO)2), CuSO4) 

asupra cineticii reacŃiei de oxidare cu O2 a unor 2-aminofenoli (OAP, 4ClOAP, 4CH3OAP) 

în soluŃie apoasă saturată în oxigen în prezenŃa peroxidazei. Creşterea vitezei de reacŃie se 
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datorează formării apei oxigenate în sistem sub acŃiunea ionilor de Cu2+, aşa cum a fost 

prezentat în mecanismul oxidării OAP în prezenŃa sărurilor de Cu(II) (capitolul II.2.).  

 

II.7. Concluzii generale 

În acord cu obiectivele propuse, studiile experimentale au condus la următoarele 

concluzii generale: 

-Partea originală a lucrării prezintă studiul cinetic la oxidarea cu O2  a unor poluanŃi 

fenolici precum 2-aminofenol, 4-cloro-2-aminofenol şi 2-amino-p-crezol în soluŃii apoase 

oxigenate utilizând drept catalizatori săruri simple ale metalelor tranziŃionale precum  

CuCl2, CuSO4, Cu(CH3COO)2, CoSO4, MnSO4, MnCl2, Mn(NO3)2, Mn(CH3COO)2, iar ca 

biocatalizatori tirozinaza din ciuperci şi peroxidaza din hrean. Aceste enzime conŃin în 

centrul catalitic activ ioni ai metalelor tranziŃionale precum Cu(II) în  cazul tirozinazei şi 

Fe(III) în cazul peroxidazei, ce participă activ la procesul catalitic; 

- La oxidarea 2-aminofenolului cu oxigen molecular de către săruri de cupru 

(CuCl2, CuSO4, Cu(CH3COO)2) s-a propus un model cinetic ce implică 11 etape (catalitice 

şi necatalitice). Cinetica procesului a indicat o inhibiŃie de substrat prin formarea 

complexului Cu[bis(o-iminosemichinonat)], ce a fost izolat şi caracterizat prin spectrul IR; 

- Unele constante de viteză ale etapelor modelului cinetic au fost luate din datele de 

literatură, iar celelalte au fost estimate experimental sau numeric, utilizând o metodă de 

optimizare. Constanta cinetică de inhibiŃie a fost estimată utilizând metoda 

izoconversională, obŃinându-se o concordanŃă rezonabilă între constanta de inhibiŃie 

măsurată şi cea simulată; 

-În cazul oxidării unor 2-aminofenoli substituiŃi precum 4-cloro-2-aminofenol şi 2-

amino-p-crezol cu săruri de cupru, reacŃia decurge mai lent decât în cazul oxidării o-

aminofenolului, din cauza efectului substituentului din poziŃia 4; 

- Vitezele iniŃiale de reacŃie la oxidarea  4-cloro-2-aminofenolului şi 2-amino-p-

crezolului în prezenŃa sărurilor de Cu(II), sunt mai mari la oxidarea în prezenŃa CuCl2 faŃă 

de oxidarea în prezenŃa de CuSO4 şi Cu(CH3COO)2 ; 
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- Adaosul de săruri ale metalelor tranziŃionale precum Co(II), Mn(II) si Cu(II) la 

oxidarea 4ClOAP cu O2, duce la creşterea conversiei substratului la produsul final, ionii de 

Cu(II) având o eficinŃă catalitică mai mare faŃă de ionii de Co(II) şi Mn(II); 

- Valoarea constantei cinetice de ordinul I la oxidarea o-aminofenolui, 4-cloro-2-

aminofenolului şi 2-amino-p-crezolului cu O2 în prezenŃa tirozinazei din ciuperci a fost mai 

mare în cazul oxidării OAP faŃă de ceilalŃi doi aminofenoli substituiŃi; 

- La oxidarea în prezenŃa peroxidazei din hrean constanta cinetică de ordinul I a 

fost mai mare tot în cazul OAP în comparaŃie cu  4ClOAP şi 4CH3OAP; 

- În timpul procesului de oxidare a  OAP şi 4ClOAP în prezenŃa HRP are loc 

inactivarea enzimei, (inactivare ce a fost demonstrată pe baza testului calitativ Selwyn) ca 

urmare a generării speciilor oxigenate reactive şi a H2O2. Generarea speciilor ROS a fost 

evidenŃiată în modelul cinetic propus la oxidarea OAP cu H2O2 în soluŃie dezaerată; 

- A fost propus un model cinetic la oxidarea OAP cu H2O2 în prezenŃa HRP, şi s-a 

determinat constanta de inactivare a peroxidazei în exces de apă oxigenată cu ajutorul 

metodei  izoconversionale. De asemenea, s-a estimat prin aceeaşi metodă o constantă de 

inactivare enzimatică şi în cazul oxidării L-DOPA în prezenŃa peroxidazei şi a H2O2 în 

exces; 

- Adaosul unor săruri ale metalelor tranziŃionale precum Co(II), Mn(II) şi Cu(II) în 

procesul de oxidare enzimatică a unor aminofenoli, a avut un efect activator ca urmare a 

rolului de captatori de radicali peroxil şi generare de H2O2 în cazul ionilor de Mn(II) şi 

Cu(II) şi datorită modificărilor conformaŃionale în cazul ionilor de Co(II); 

- La oxidarea OAP şi 4ClOAP în prezenŃa HRP şi a ionilor de Mn(II), creşterea 

cantităŃii de H2O2  din sistem a dus la inactivarea enzimei native prin creşterea cantităŃii de 

Compus III, inactivare ce a fost demonstrată prin testele Selwyn; 

- La oxidarea OAP, 4ClOAP şi 4CH3OAP cu oxigen molecular atât în prezenŃa 

sărurilor de cupru cât şi în prezenŃa metaloenzimelor (HRP şi TYR), frecvenŃa de turnover 

cea mai mare s-a obŃinut în cazul oxidării OAP, iar frecvenŃa de turnover cea mai mică s-a 

obŃinut în cazul oxidării 4CH3OAP. 
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