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PARTLA A L=
le INLROWUCERB

+laturi de waveris primld gi de enurgieyapa corstituie ua
element esenyial 2l vieyil socisle-economice @ unel yari,iniluen-
yind dezvoltarea incustriei,agriculturii,a centrelor populate.

Uezvoltarea inceasiva & industriei i agriculturii,cres-
terea continud e nivelului de trai al popuiayiei,necesitd ucbite
de apd mereu crescinée gi ¢e o calitate corespunzitoare.'oncomie~
tent,aceastd desvcltare constitude un pericol din ce in ce msi
madre penirfu calitatua upelor de saprafapd $i subteransd,prin crege-
terea volumeior de ape reziduale evacuate i & complexitayil sube
stanyelor polusnte prezente in ele.

Apele rezidusle industrisle au o composiyie fosrte varia=
té si exercitd o acyiune vdtamatoare asuprs ouulul,s tlorei 3i
faunel bazinului receptor,asupra captérilor de apd potubild si
industriald in avsel,z instelagiilor de canaiissre,a utilizarii in
agriculturd etc.

Apele uzste industrisle se curuacterizeaza prin variagid
meri ale coacentragiiior g1 compozipiei,ele conyinind stit mate-
rii prime,cit gi produyl interwedieri,prouusi i1insli gi produgi
ai reacyiilor secundsre.isstiel,in efluengii reczulteyi de la fae-
briceres celulozel »u rost identificste o serie de substange ca :
8cizii formic,acetic,oxalic,vanilicyierulic,avietinicyrezinici,
glucozd,galactozd,fructosd,arabinozéd,remnozé,celobiozéyucid ga=
lacturonic,gusiacolyvanilind,dimetilsulfura,metilmercaptani,me-
tanol,zldehicé forwicd,furfurolycamtor, o = terpineol,alcool
fenchilic,limonen, terpinolen /3-8/.:pele uzate evacuate din coc-
serii conyin : piridind,motilpiridind,metiletilpiridini,dietil-
piridine,trimetilpiridine,anilini,metilanilind,dimetilanilini,
chinoliné,izochinoiind, 3,4=bengpiren,fenol,0=Ccr:zol,a=crezol,
xilenoli,etil=tenol, pirocstechind,metil i etil=pirocatechini,
rezorcind, $ = naftol /3,9=13/e

Aceste suvstange chimice,precum $i cele prezente in apele
usate evacuete din slte unituiyi industrisle cu producgie divere
sificatd,de cxemplu éin unitdyi care sintetizeazd colorangi,me=-
dicemente etc.,se caracterizezzé printr-0 acyiune nocivé pronun-
vatid.
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Nu se cunosc inocd efeoctele toxice ale tuturor impuriti-
tvilor preszente in «pd ; se gtie ins& cd,in spa povavilé obyinuta
din apele de suprsfeyd ce servesc drept emiseri,se gdsesc concen-
trajii variablle de poluanyi.Uvegl concentragiile acestor substan-
y© in spa de buut sint de obicei scizute,de multe ori impercepti-
bille organoleptic,efectele lor fisiologice posibile nu pot fi
neglijate.ixistd opinia ca expunerea repetatd la concentrajii scéd-
gute de ustfel de substanye reprezintd un pericol potenyial pan—
tru sindtatea publicd gi cé iagurarea continuéd a apeior ce le
conyin,ar putea avea efecte cumulative desastruoase /2/.

Launele economice mari provocate de deversarea in emisari
a apelor regidunle netretate,rrecum i efzctele nocive asupra 8d=-
natayil corunitiégilor umane impun epurarsa ca o masurd absolut
necesard in vederes protejirii resurselor natursle de spid.hpurae
rea apelor uzate poate fi mai mult sau mei puyin complexd in
funcyie de ceracteristicile fizico-chimice gi microbiologics ale
apelor gi de cerinyele de culitate pentru evacusres in riurila
receptoare.ipele uzete cu poluenyi snorganici pot fi tratate prin
procedee fizico-chimice,in care eliminares substangelor impurifi-
ocatoare se fuce prin procese fizice sau chimice,ca de ex.: sedi-
amentare,neutralizare,precipitare,coagulare,adsoroyie pe cirbune
sctiv,schimb ionic etce.Apule uzate cu caracter predominant or-
ganic pot f£i tretate prin procedee fizico-chimice g1 biologice;
in acest din urm#d ces,eliminares substenyelar or;unice impurifi-
catoare s8e faca prin procese biochimice,gi anume procesele meta-
bolice ale microorgsnismelor.

ln ultimele cecenii,tehnologia tratirii apelor & cunosout
0 deavoltare impetuoasi..pariyia in spele reziduale a unor come
Pusl organiocl sintetici,caracterizayi printr-o coumplexitate gi
stabilitate mure,care nu pot fi eliwinayi din spe prin metodele
convenyionsle de trataere (epuraree meconicéd i bi0logicd) a ime
pus necesitates introducerii treptei de epurare avansati.letodele
de epurare avansatd cuprind procedee fisice yi chimice cu eficae
citete mare,ca de ex.: filtrerea prin microsite,coagularea,adsorb-
yis,extraoyia,dializa,08u0sa inversd,antrensrea,distilarea,schim-
bul fonic,oxidares chimiod gi electroliticd,inghetarea,procedees
ternice g1 termocatalitice,separsrea cu membrane lichide eto.A~
cestea pot modifica,complets ssu inlocui une sau mai multe fage
ale tennologiei obignuite de epurare,.etocele de epurare avansaty,
degi superiocare celor aplicate Sn epurarea primard si secunderg,
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preszintd si unele dezavantaje,ca 3 purificarea incompletd & ape=
lor rezicusle,formares necontroletd de produse secuncare,costuri
ridicate.

(ercutiérile intreprinse in ultimii endi au deschis noi per-

spective In tehnologies epurérii spelor rezicuale,prin abord-rea
de noi cdomeniie.i~au facut sstfel primil pu;i in splicares bioteii=
nologillor in epuresre,prin studieres unor metoue enzimatice de ée=
licinare a unor cowpugi organici din ape..=zu utilizet preperate
enzimetice in epurares epelor,ca mijloace ajuvitoare,in diferite
procase,cs de oX.:

- pentru fncupdrteres turbiditiyii gi cregteres vitezei
de sedimentare & suspenriilor din aps uzesd cu conypinut de emi-
don ; cesu utiliget smilaze,care scindeaz& hidrolitic amidonul,
gl distruge astfel sistemul coloidsl care impledicd sedimentae=
rea suspensiilor din spa ugatd a unel fabrici de hirtie /18/

- in preepurarea 8pelor uzate cu conginut.de rigini po-
livinilice se utilizesz& un prepsrat enzimatic obyinut prin cule
tivarea uneis sau mzi multor specii de Pscudomonaes i Xuntomonas
in soluyie de alcool polivinilic.: xtregul enzimatic adauzat apei
uzate (cu CCOCr de 4150 mg/l) depolimerizeazé impuritiégile,astfel
cd epurarea ulterioaria cu nawol activ concduce la un efluent cu
CuOCr de 200 mg/l 3 in instalayis martor,ce funcyioneazd fird pre-
perat enzimatic,unu se realizeazd aicgorareca ((LO-ului

- in recupersrea din apele rezidusle a unor substange
utilizabile,cs de ex. concentrate de maltozi din ape uzate cu
conyinut ridicat de amidon,concentrate de glucozd ygi galactozd
din efluenyil evacuayl de la febricares derivatelor de lapte,
prin utilizarea de enzime imobilizate pe suporturi insolubile.

Progresele inregistrate in enzimolozie in ultiazii ani,
au condua lea ingelegerea fenomenelor care stau 1la baza epuridrii
biologice,gi anume t metabolismele celulsra,adaptarea celulelor
1ls inhibiyie,yi posibilitatea dirijdrii unor mecanisua celulare
in sensul folosirii lor.

Pentra doreniul epurérii bilologice a apelor uzste,cenzie-
mele sint importante nu numai datoritd catslizirii reaoyiilor
necesare indepdrtirii diferitelor substange din aspele uzate,
dar insugi procesul cu ndmol activ este privit din punct de
vedere al cineticii enzimatice /19/.ln soest sens,su fost sta=-
bilite valori ale lui [‘H pentru unele ape uzate sau pentru u-
nele substange organice degredate prin procedeul cu ndmol ac-
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tiv /20,2)/.S=8 demonstrat c& respirayis némolului activ in
prezenta apei uzate (respirayis de substrat) funcyie de con-
centraysm acestula (exyrimetd in (.CO) urmeszd cinutica
idiohaelis-idanten /22/,degi s8int evidenyiste sbateri de la re-
latia respectivéd in cazul respiragiei nadmolului sctiv slimen-
tat ddscontinuu,epserent din cauzs regervelor de hvena pe cure
le face celuls orgenisnclor im aceste condigii /25/.

(inetice enzivaticid este folositd pentru stabilirea ac-
giunii unor substengye toxice asupre procesului de epurare (modo-
le de inhibiyie),pentru descrierea procesulul de adsjtare euce.

De asem:nes,prin ceterminéri de enzirme se poate sprecis viabilie
tatea ndmolului active

Din ndmolul activ au tfost igolate,ssu caructerizate ain
punctul de vedere al activitiyii,unele enzime 6a : protesze /24/,
ureagd /2Y/,08talazd /2o/,peroxidazé gi cocnzims . /27/,aehidro-
zenage /28=32/,

in acest domeniu sl utiligdril enzimelor in gpuraree apo—
lor reziduule,se incadreaze gl cercectirile ce constituie obiectul
prezentei lucrari.cotudiile efectuate 8¢ reioré le eliminsrea fe-
nolilor gi aminelor eromstice ain apele residuslo prin oxidare
ou apéd oxigenata §i peroxidazi,netodi menyionetd pentru priws da-
t8 in literatura in anul 1980 /15,16/.

in cercetarile originale su fost sboraaste mai multe direc-

tii,34 anume : studiul aplicabilitayll ;evodeid de oxiasre enziua-—
ticd £n eliminarea din ape & unei serii de %0 de lenold yi <o de
smine aromatice 3 studiul cinetic al reacyiei de oxidare a feno=
lilor cu apa oxigenaté in prezenys peroxidazei 3 compararea efi-
oclenyel metodei e¢nzimatice de eliminare a fenolilor gi aminelor
aromatice din spe,cu & unor prcceae aplicate in prezent in e=
purarea apelor rezidusle ; perfecyionarea metodei descrise in lie-
teraturd prin cuplarea reacjiel de oxidare enzimeticd cu coagule-
res ou sulfet feroa gi aplicarea metodei couplexe elaborate g
ape reziduale reale provenite de le obyineres fenolului prin pro-
cedeul cumen g1 de le distilsrea uscatid a lemnulud.
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2o WO UR LPURARE A APLLOR JuaTh oJd FEIOLI
~doAaETE AROBATLCE

compusli orgunici din clasa fenolilor i eninelor aroma-
tice prezonyl iIn upeloe de suprafayli gi in cpuele rezicusle de la
difoerite procese industrinle,ca industris detorgenyilor,a rdjle
nilor yi @ maselor plastice,inaustris textild,chinizares cirbuile
lory,industris coloraagilor gi 8 nedicamentelorgincustris orgenici
do sintczd wtceynsint substange cu toxicitate ridicatiieintfel o=
nolul este toxic pentru pegti in concentrayii de mininum 2 mz/l,
gi poate ti deteruinat in carnea peytilor chiar yi la concentfue
yii mult el mici decit doza toxicd /l4/..otodstd,fenolil au un
consum viochimic de oxizen (CBO) destul de ridicat,gi in concen=
trayii mai mari,pot si ducd la scdderea obruscd a oxigenului in
enisar /15/.tenolii dsu un gust naepliocut apei chisr le concuntrye
til foarte reduse,mai ales dacd aps vste trataté,pentru potebi-
lizare,prin clorare..iualyl compugd din ec9ste ¢lesSo,Ca CE CXes
benziding,l= gi 2=nzftilemina,o=toluicins,anincazobenzenul ysnili-
na gi derivagili ei,fenilendiasninelegsbenzpirenuldydyo=trioloric=
nolul ,4=ooino=2=nitrofenolul ,prezintd o proaungeti acpiuie cine
cerigeni.

in pressmty,elicinsrea fenolilor din &pele reziuuzle se
realizeszd in instalayiile industriale prin utilizorea procedo=
alor de epurvre biolojsicd..etocd nu ge aplicd inod decit in cae
zurl pasrticulare pentru aminele usrowaticv.iificuituyile iontilupie-
note in exploatares instaisgiilor industrislegprucunm gi unuls ucze
aventaje ale metouei,au deturminat stuuieres uuor aite procedve
de tratare,ca : oxidarea ociiimicéd cu clor sau coupugl cu clor,seu
Cu 00N, 8epsrarvd cu mpenbrane lichice,oxidures ensiosticid cu apa
oxigenatd gl poeroxidazi.

2ele Lpursges bioloriod

2elele depradab tea ecanjsuele deuradg
g jce { anjne aromy
. purarea biologicd,cousicerati in preseat cea mai eti-
cienta gl cee mai sconouiocd metoda ve indepirtare a substangelor
orgenice din ampele uzute,se bazeazé pe reacyiile metabolice &le
wiei populagyil wmixte de bacteriij,ciuperci gi aite zicroor;anisme
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(in specisl protozoare gi unele metazoere infarioare),nunitd bio-
cenozé sau biomasd.Compoziyia biocenozelor §i randawventul ¢e in—
aepurture 8 sabstangeior orgenice depind de condigiile de acdius
compoziyia apel ucwate gi concentragia in impuritiyd, Gemperatura,
tunsiunea in oxigon,condiyiile de ausstec,modul do 8xplo3ture &
instalagied de epurare.

- Procesale biochimice prin care aicroorjanismele indepire=
teozd dnpuritdyile organice pregonteé in upele reziduale sint po-
sibile nusail deca polusnyii orgenici sint oviodegradabili..egi in
uomeniul epurarii spelor se iau in considerare mail multe grade ue
Gegroucre biolugicd : primord,poryialia,uccoptabila gi totulé //0/,
din punct de vudere al protecyiei nediului se vorbeysve nuai ao o
vioueradabilitate wcceptabild gi biovegradabilitate totalde..-ulyl
carcetatori susyin nocesitutea biodegraddrii totule & poluongilor
orzunici,principalul argument adus in fuvourea ei fiind acela ca
uggracareva parpisld a8 uned suvatange are cu rusultat acumulsrea
cortinud in mediul apos de reziduri ale nmoluculelor inipiale,&le
caror ¢fuctv in timp sint de multo ori necunovscute.ostudii 8proe=
Januate relateazd efocte toxicoe sau canoerisene ale unor substange
puryial degradate, printre care amintim § cenaltilaminobenzidina,
spl=bunzpiren,l=natftilamini,o=tolidini,diclorbenzidind,dianisidini,
4=dimetiluminoazobenzen i slyi colorungi azoici /71/.

Gtudiul biodegradabilitayii unei substange cuprainde cuwigbe
gtercs cdilor metabolice de dagradore,a reacgiilor pi produgilar
sucoesivi »nrin care substanya oste trunsforwutd in oxizii olcuen-
telor cury o compune:ieacyiile metabolice 3le microor;unismelor se
dosfusouri siuudten prin cele doud lusturi contraaictorii g4 insee
purablile 3 prin catebolism sau cegasimilagio,in care are loc de=
Jfuddrea oxiduativa a substanyelor,mei 2les in scopul obgyinerii
enersiedy 34 prin snsbolism sou asinilayle,in care are loc sinteza
watorislului celulor,folosind energiu eliberatd in reescyiile de
dugsradare,

(ercetiri extinse de biochimie gi microbiologie au condus
la 0 cunougtere datuli:ta a metabolismului cluoelor ae sabstanye
cure reprezinté substrate ale sotivitdyii microorganismelor gi cee
re¢ formeasd componenyl majori ai celulolor (slucide,lipide,protoe
ine) 3 in ucest tel 8 tost posibild estimares unui tablou “vetabo=-
l1c senersl pentru bucteriile comuneycure intervin in epurarea s
pelor (ficel)edn nceléyi timp,sint cunoscute yi mecanismele de doe
wrudare 8 unor substange orgsnice cu acyiune ocologicd deosevits
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(pesticide,hidrocarburi sromatici,fenoli gi amine aromatice,detere
genyd),datoritd cercetirilor efesctuste in principal pe eisteme
subatrat unic - organism unic.

in fig.)l eate prezentati degradsrea polimerilor biologici
care in cazul epurérii biologice pot f£4 furnigayi oa nutriengd
celulclor de microor;anisme de catre spele uuste..n a8ceste pro=-
cese intervin o seri¢ de vnzime,printre cere hadrolage (lipuze,

amilazeyprotesae),oxigentransteraze,decerboxilase,denidrogenasse,
oxidoreductaze etice

PAZA CLASE DE NUTRIENTI REACTH GENERALE
Lipide folglucide Proteine
! Hidrolize
glicerol + hexoze aminooazs | enzimerhoe

‘ ar.izi\ Qrast pentoze

i .__\L/_% 1 - 1 oxidori

‘ #ransomindirt

= { hidrogenar’

' ! Piruvat f ~ sommc_in'

l ' / - ogoghrbarat| ¢ fosforiGri

| A

i Acetil- CaA | aaloacetat| | dehidrogenari

| L

. Candensdiri

l ; okt arilor Hrcorbxiics =~ dehidrogenar

H o, - decarboxildri
-

L
Lantul respirator —-H,0

btigel = x@acyiile gonerdle de degradsare avrobd a
principelelor clsse de anutrienyi

in ticpul catobolismului,cner;ia potenyislé mare countie
nutd in zoleculele organice sle subatratului,ca un grad inals
de orgzanizare structuraléd,este oliberatid sub Iform& de energie
liberéi o 64de 8 cirei producere gi utiiicure iepinde cregyteres
51 suprevietuires ulcroorzanisamelor , 35/ .irocesul oxidarii
biolosice & substanyelor organice esta exolormerrocucyis de
cildurd a aiferitelor microorsanisae 8scrové, .chyiiuté le dee
gradares unul gram de carbon conginubt in solidele orgenice
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din diferite substrate este cuprinsd intre 8 gi 12 kcal /36/.
Simultan eu roacgyiile exergonice de degradare & substane
yelor organice au loc reacyiile endergonice de sintesd o materis-
lulud celulsr nou,prin care se obtin componengii biochimici wéa-
jori = lipicde,giucide i ms1 ales proteine.s’entru obyincresa u:te=
raslului cerulor siut nocesure wreatosrele ol-tisnute esunyldle i
C a0y Ne iy In cantitdyd relativ wari,$i sy ey Ggl ey 0y Uyally
.0 in centitiyl uicigulbiwele putra chisr in urae.
lenolu)l este u,or oxidat de sulte sp.cii de wicroorganis—
me, Indeosebl de ocerdin. elca wotabolicid de uuegrsuare cuprinae
0 succesiune de rcacyil /7</ in care prizn treuptd ¢ reacyiel de
biovdegradare eate o hiuroxilare catalizatd de monooxigunsze,cind
se obyine un diol reactiv 3i pirocatechini,urudts de deschiverea
Luclzadul venagnicesntr=~o0 vurisatd de descridere ¢ incsiulul asroe-
mzablc,deschiuan w2 "$ruo",su obylne un acid dicarboriiic,scidul
4 = cetoudipic,cars csue degradut In contliauere prin ﬁ>— OXiCae
feyla acid ncetlic i acid succinicencildul scebicycub lornE (e 8e
cetat activycevine aethribollt caeie pentra oxidsre 31 sintezd, iar
succinntul este cxiduat proonsdil in ciclul zcizilor tricaruoxilici
(vezi f'ized)e

p OH 0
HO H
¢ | o o
| LT TR AN H | —s — -
L J
fenol pirocatechini
(4]
U
-SGoA .
+HSGA HO Z N co0H “cooH 00H
> — —_ 0 == ™0
. - COOH U0 0
3cid cis,cis= ~Carpoxie
nucoaic metilbutenolid
K H
+H0 €00 +HO :
BALLEN Ccoow —2»  CH3CO00H + HOOC-(CH, ),- CooH
acid acia acid
cetoudipio ocetic succinic

in &4 Cduilve clggdeschiusres "mata" A nuclouiui aromuvic,
urpats de 0 succesiune de reacyil enziastice Je oxidare,decarbo-
X114r0,GU0@ la ucad lornac,acutuiushidg 31 wcid pirav
ceste subutangs liind matuLboliyl celulari.

1C,Lodte B
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OH OH H /Z 1
OH c= ooOH K
O — " —\(h— Cf

fenold piroce=techina Aaldehida hidroxiamuconica
— » HCOOH + CHy- CHO + CHa -Co-COOH
acid scetaldehidd scid piruvie
formic

¢ 2163 cuale metabolicd de degzradsre a fenolului,propusi
de uc Linney /72/,admite stacul coenziwei . l2 nucleu,cu elimi-
nsres spei,urnstd de o succesiune de rescyii ce hidroxilare si
oxidere,sl cidror rezultat finul este ruperes nucleuiul aromatic
gi foravres acetilecoensimei s,

H (oA SCoA SCoA
__HSGA | - - ,
tioxinssd hidrolezéa oH ¢enicro= 0

SCoA

Sonasi

i
C"CH3
HS (oA 7 ¢
LN SlA 5 (Hy-C-SCA
A >0

Prezeags unor substituenyi Io moletuls tenolului duce ls
modificares biodegrecavilituyii.nstiel,fenolii polinidroxilici,
ca de ex, pirocrtechina gi regorcins siat degrzdsyl ugor de mic-
roorgsnisme,prin céaile motaovelice ale fenolului :

pirocatecnind — acid cis,cis=nuconic — Yy = carooximetil =

butenolid — 3z1d P - cetoadipic — s1cid sucocinicescid

acetic

Introducerea 1o moleculd s atomiio: Je Laiogen modiiicd
vitezn de degracare ovsct.orisnd in funcyie de anumsral,voziyis si
tipul hzlogenului suvstituent.asticl,substituires in porto cu clor
.conduce 1n mono,di = gi triciorfenoli resistenyi ls oxiuare § sub=-
stituires in we@ets conuuce 1& clorfenvli cu resistecys aocerata,
respoctiv cu vitezad wicd deo deyrauasre, icr saustitosirss in uora
duce le clorfenolii uzor biocsgrudabili /7i/.

.omolaegiile policlorurste aint lo:cte uvzrsistente in me-
aiu g1 reirsctare le etacul wicroorkasisucler comup= 1In =2pd i
80l..8tiul, pentaclorferoiul «ate foerte rezistent 1s viodegradare,
8€ cunonjte o sau. urd reidrire LidiI1oOKIAiLiCA ulspre exastents uned
bacterii cepabile ss se dezvolte pe scust substrst,eidberina 1%,
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dar nu se cunoejte inci mecanismul de degradare /74/.

Nitrofenolii sint degradsti greu,prin doua céi mataboli-
ge,prin care microorgcnismsle inlaturd srupcree nitro din mole-
culd /75/ y astfel,l.scherichia coli reduce gruparea nitro « la
smino,in timn ce Nocarais indepdrteszd grupsrea nitro din amole=
culd, N fiind trensforwat provabil in continusre in Hnﬁ.freaea;s
msi multor rupdri nitro in woleculd ingreuncazid wult deograaarea
aceatele,trinitrofanolul tiind toxic peantru wicroorgunisme/>3y 4/ e

iminele aromstice,ca u@® eéxemplu aailims,sint relativ ugar
biods;;radepile,cu coadiyis cz poziyiile orto ssu para taya de Nua
gd fie libere.substituirea 1 ,¥ face molecula insrta pentru biode-
gradare /70/.

Unele amine arom-tice ¢s benzidina gi derivayii ei,0=t0=
luidinus,anisicinagnaftilauinele 81 derivayii lor,su wivcte Crnoe=
risene.Totoduata,ele preziutd toxicitate oentru ndaolul schiv /Yo,
/7/+:nalizele gaz=cromsto;rafice au aritat insa ¢d Amincele respec-
tive,cu excep fiu celor iy i = disubstitulte sin% transformate bio=
logicecu randamente mari,chiar in cazul ceoncentrayiilor mari de
substanye (100 = 500 mg/l);cules wetabolicd nu estve incu cuanscutid
31 se presupune cd nevaboliyii sint toxici pentru namolul activ
/7o/ ehdinele bitenilului,deca $i benzidins,iormesza lu contact cu
nagolul acsiv coupugi poliamerizsgi,colorsyl in ragu, prin oxidare
enzimaticd cateliz~ta probsbil ¢4 peroxicazd,sizilsri ca structu-
rd colorantului diswinic descris- pentru %, j=diaminobenzidind /7o/.

»Jdeoarece toate reactiile biocnimice sint catulizate de
angime,apliceres cineticii enzimetice in studiul processlor ce
intervin in epursre: biologicd a pewrmis eiucidarea multor espacte
legnte de mecaniswmul yi cinetica degradarii biolrogicue

£inetics sesciijlor enziuatice /7%/y 3¢/

La baza ocin:ticili snzimatice svd postulutul exastenyei unua
coapiex deosebit de reactiv - . = intre enziwda gi substratus s3,
warea diferenyd dintre m:ss 40lecUlard 8 cusluwld gi o+ 8 BUDSLrae
tului ei iudicd faptul cd dan intreAgs sSuurrl8iA & MNOrowolecue
lei proteice cu proorietupd cstalitice nuusi 0 mick regaune (ven=
trul asctiv) este respcnssbild pensra recunchjterza sterccctiniei
substratului,de ie,rrea lul 91 de actul catalitic PrOPriu=-zis,rese
tul proteinai &vind roluri secuncere de faciliture a acestor ine
terocyileAces3%d structurd treuzivorie,forrte activid,& foav dea

ULie
td complex enzimB=-suL3trat su complex .iichaelis,
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inetica reacgiilor enczimatice se bazeazid pe teoria sté-
ril stegionare conform céreis in orice moment al resctiei ensimae
tice,vitegzele de formare gi de scindare s complexului 1S sint a=
proximativ egale,asa incit psntru o scurtd perioadd de timp con-
centragia N5 poate Xl consideratd coactantd.acesstd stere este
descrisd printre-un set de ecusyil slgsbrice obginute :rin egals=-
res cu zero & tusvuror derivatesor iu funcyie ce timp a concintrae
tillor din sisrem,neactiv care reprezinti scusuz fundswentald a
unai mecaniswe encinmctic este urwmdtosrea 3

k k .
Po2heig —*2 0 L eV
k_1
teacpiae inversid ultiaei etape 5 + Y ;5 decurge cu o
viteza toarte mici,si poate £i neglijuta. —e
Vitesa forudrii complsaului .5 poute Ti reusta de rela-
viile ¢ '
a[-s]

— =k, [E1[s]~ k_, [25])- ko [56]s x [ ][s]- (k_p+k o) [ks] (2)

In fazd stagionari,in procesul enzimatic,centitates de substrat
fiind in ware axc=s,nu constituie un factor liwitd pentru vitezd
gi ooncentragia complaxului S poste fi consiceratd constanti.

ko [E)[s] = ey o+ ok, 0 €] (3)

conceuSrayiz totald a8 enzimeil la inceputal rescyiel enszi-
matice,ec este ¢531l8 cu suwd concentrazyiel 4nziumei labere si a
conocvntrayiei enziuwei 12gate in compléxul .. la un moment al re=
acyiedi :

(8], =[]+ [x3] (4)

Latroducind ia relagiu (3) vuloarea concentragliei ensi-
a2l 1ibare dia (4) se odyine :

K,y By = 55) = (k) + k) [05]

ixplicitind in funcgie de .3 ¢

L INC) o« Lls [o] (9
(s8] ke[Sl iy + ke [5) ,El.&;:&
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8o obyine valoarea concentrayiei ensimei legate in complexul L8e
Raportul constantelor paryisle de vitesé poate f£i inglobat ingr=
un singur termen 3

,_3_"?332—.{“ (5)
+1
nunit consvanta xichselise
Dacd se §ine seama ca viteza reaciiei euzimutice cepinde
in special de conceatrayia S5 g4 cd vitews maximd se inregistrea-
28 cind toutd cantitatas de euzimd 8¢ airld legatéd in complexul 1Sy

v = k*a[ﬁs]

Viex = k+2[h]t
ecuagia (Y) devins :

‘,,.."_nezc_‘_["L (7)

&, +[s]

81 poartd numele de relayia .ichaelis-hkenten. & furnizeazl expre-
8is vitoezei de rescyile in 1uncyie de concealrsyis supsduwratulul gi-
nind seama de doud constante cinetice : vitezu meximd de raacyie
v conatenta “’ichaelis K e
reprezentares grarxcé"a ecnayaei richaelis=l.eaten (L£ig.2)
in csre pe wbsciszd se notessd couw

mex 91

v ceatr23if subBtratului S,isr e
Ordonu v viteza de ruucyie vecone
Ymaw - ———= auce la obyineree unci pargl dine

tr=0 hipercvald rectangularé care
%%m” | tince ssin.totic cutre vaioarea mse=
Xximd a vitezeld vmax.nceasca constane
tdi cineticd veriwzd de la o0 enzimg
15 alte faind tuancyie de natura
subatratulai,ce pligde conceuntra yia
Fige2 = nepre2-nforeu 3raficd 2n.icei 31 Ge GELYELabLulhesw oxXprie

2 scuagiel Jdiciaciise ¥ ;

senten n& in /Lcoxilnan.nl.tonstun:a Jdichi=
2lis e3te inuser 1a9Nti A6 concIntr e

[ G

vda 2nz2inei,fiind u4ald cu

k_ k k
l(h -——l-k%r:g--Kﬂ’fa. (r/.)

+1

An udjoritatas cazurilor “u 4re o vaioHsre rourte aproplata
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de 8 lul K'.insi totdeauna mail ware.Pentru reacyiile in care :8
8e deacompune spoantan,cu vitese neglijabile,in produgi de reacyie,
k;z 0 gd x“ devine egal ocu constante de disociere Ks.uo aceea
Ku poate f4 numitd constanté aparenti de disociere sau oconstanti
de disociere dinarmicd.

Gonsicerind cazul spscisl cind v = 1/2 wa,ob';inom t

K. =8,

e
¥

de unde se desprinde concluzia cﬁ,KE este u;u8ld Cu concentrefis
substretalul pertru care viteze de ruscyis eoste eguld cu 1/2 vnax’

K, ere dimensiunile unei concentrayil,se exprind in woli/l
34 poste lus vslori de le 1074 18 10"V, nzimele care au valori
cuprinse intre 10’1 $i lo'am presinté o wicé afinitave pentru’
substratele » charor trapelormure 0 CeLaliziazéyensliavle cu K Cu=
criase Iutre lo'bm 53 1o‘“m an o afinitale ware,velosrca ﬁ“ rée
prezuetind anversul sfinitayil enzived pensru sabstrotul el.Vae
lourea x& variszi cu sgructurs substratuliui,cu ptf $i cu tempuroe
guras,.

reteruinsret constenselor cinetico pru. reprezentares
grzficd a vcuagiel .iclhsvliBe.gi.ten este un6VCLOuBd,utit datori-
t8 numdrwlui msre de deternindri exy.rlueutsie,cur¢ sint necuste
re pertru sressret graficului clit 31 & posibilitigilor ce erord
pentru caiculeres lolevt bCeOE 86 ubiliscuidi Qiele préeluacrari mse-
tematice ale ecuuypiel Hicheclig=dentsnycs ¢ linlsrizerea Linewea=
ver=3urk /5v/ bazati o8 scusgio @

2 Kﬁ .

vV T Viex [5] " Voax (&
care repregentatd gralic conduce 18 o drssitad a cirei psntd este
%egalﬁ cu ky/V o $i care intsrcepteazd abscisa Intreua punct e-
‘gal ou <1/ ePrelucrarsa Liueweaver=-surk are avaatajul cd dd une-
11@ informayii asupra tipului de inhibigie enzimsticd.

- aodslul lui :adie i iofstve 4o/ .

i A
S
vVaVoax= 5] D bgg‘r{ ‘F (9)

(

cere poute {i roprozentat grefic printr-o dreuwpté cind varisbie
lele sint x = v/3 i §y = Velunta acestel creple euto egali cu =Kye
-Yanes /41/ realizeazd reprezantarea liniard a ecuagieli
sichaelis=icuten sub forma [S]/v in runcyie de [5] ,in timp ce
{uhn /42/ utilizcez& repre<ontsrea lul v in tuncyie de log [S] o
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oind se obyine o sigmoidd al clrei punct de inflexiune corespun~
de lui ‘.o

[

o |

, y |

Vmax |

/Mhmx ;

panta - Ky |

Pqnb KM /VMQX Vma\‘ |

.5 F

XA < M “

“4/Kp 1/s v/s \

1

Fige) - irelucrarea grafici riZe4 = Frelucrores grafiocd
Lineweaver-Burk a | 3die=fiofstee 8 ecus=
ecusyiel !ichaelis=-wntan tiel xichaelie-itieuten

Fentru toate reacyiile cotalizete ce enviie,o importengd
deosebitd prerintd posivilitetee influcnyiril vitezelor ue reacgie
de fuctorii ce ucdiu - phyteuperaturd,tario icniciysl U Cutre ae
punite suvstenyé chimice.dédrires vitesei cée roacyle se realicscezd
cu ajutorul unor substante ¢e obicei anorpanice,sctivasori,cum
aint ¢ C17,ug<*,Ln"*, (e eto.,cere tuncyionsezé probeuil prin
participares la legyroa substratilui de enzim&,seu prin etnbili-
zsres unuia seu wai multor complexe jmplicete in succesiurea ree
acyiilor /43/exicsorarsa vitezoi de reacyie,merind pind la snula-
rea ei,este det.ruinutéd co cutre substvage arorgenice gl orgenice,
numite inhibitori..nonitzglt enzimaticd ere o importanté hotarie
toars in epurerez biolo_3cE 8 spelor uzate,acestce conpinind pe
1ings substangele uLecesare 2etaivitdgll metctolice gi sunstente
cere,in tuncyie de structure gi de corcentragie lar,pot deveani
dnhibitori sl scotivitufil enzimetice,conduciné le randene:ite slae
be ale epurdrii,

inhibiyie enciwelor este clasificsta in gen.ral in dous
Sipurl ¢ ireversibildé gi rev.rsidilé.ln ancioiyas ireversibili,
reluceres ectivituyil eucimutice,in condipiils lipsite de inaf-
bitori nu ee xai produce in tizpul obiyruit experimentarilor de
cinetich enzimaticé.Cel w9l wuljd inticitori arsversicili reacgio=-
nenzé chimic cu enzime,gi dsca exi8t& o centitate suticientd de
pubscsngl.penuru 8 r:sc%iond cu toate grupurile ercicmeil iamplicste
in resole,drnidliis ¢ste practic totulé,cistru.ind snciws.uintre
ahibitoril irevorsibili fac parte deriveyi i dinivrofenoluluy,
iocoscetztyconilecyd cu 108for 34 iluor,
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Existd nmei multe tipuri de inbibigyie reversibili = compe=-
titivi,necompetitivd gi incompetitivi,cele mai importante fiind
primele dous. ,

In inhibiyis coumpetitivd,inhibitorul rescgioneazd revere
s8ibil cu un situs 3l enzimel gi deci concuréd cu substratul in ve-
derea fixarii ls nivelul ceatrulul activ § acest fenomen presupu=
ne in genural existenya unel oarecsre similitudini structursle ine
tre inhibitor i substrat /38/..0eoarece inkhibitorul si substratul
conocuré pentru ecelegi situs,in modiul de reacyie 83 formeagd cone
conitent complexe enzimi - substrat (:5),5i onzimd inhibitor (5 1),
contorm urmédtosrelor roacyil s

k k

b5 =2k 15 —*e.p 4 p (10)
k-l

.. k+2 g

FORE 'S (1)
k_;

pentru care viteza de reacyle sre oxpresia t
Voax * [i'uSl Vaax ° [S]
Ve - [ ] = (12)
ES |4 s
[E]o [’r’-s] * -?— o -[:E—%—- [b]’ KH (1 + '[*i' )
1 &

Comparind ecusyia dc¢ vitezd a rescyicl enzimatice in pree
zenya unui inhibitor competitiv cu ecuagia .ichaelis=iienten (7),
8e constatd prezenya termenului (1 + -Qi ) csre multiplicd va=-
loarea K.. 8 onzimei. 1

Formalyecuayis inhibigyded competitive este aseaidnatosre
ecuajiel lichselis=icnten,ceea ce pormite prelucrares ei matemb=—
tiod dupd metods Lineweaver=Burk,in vederca reprezvntirii ei gro-
fice.icuayia (412) se poste scrie sub forms :

+.ex-(1+lg).-ré’-0v:a: (13)

Representind gruiic aceaatd ecuaple,alegind variabllele
/v in functie de A/5 se obyine o dreaptd,care intersectoasi axa

abescised in tul
" e --Q;u.lﬁ)

91 axa ordonatei in punotwl MV, . (£1g+5).
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inhibitia competitivié se traduce graiic prin echimbarea
punctului de intersicyie al dreptei cu abscisa gi prin mirirea psn—
tei droptei.Vitezs maxind de reacyle este aceeayi,dar constanta
«ichselis oreyte ; in urma inhibigiei competitive se inre;istreasd
0 scadere u sfinitayii encimel pentru substrate.

A/Km

i eH = neprezentares Linewesver=Burk

a inhibiyiel competitive
Linja punctatd indicd cazul unei re-
acyil enzimutice neinhibate

5@ cunosc multe cazuri
de inhibiyie coupetitivid
in cinetica enzimaticl.
Asttelysuccinat dehidro=
genaza,8l carei substrat
este sucotnatul ( K, =
= 1¢3 x Lo~ M) este 1nh1-
batd competitiv de melonst
(£, = 4,1 x 10722),1ar
ulonin dehidrogensza care
acyionc-azéd asuprs L-alani-
nei (KM = 1,7 x 1072 [) ese
te inhibatd coapetitiv de
izomerul D(Ki a2 Xx 10'22).

in- cogul inhibigiei ne-
competitive nu existd nici

.0 competipie intre ligenzi,

substrat gi ofector,insd fie

xarea celud din urmd lu un alt situs,decit contrul catalitic sctiv
provoocd o deformare 8 enzimei,care poate efecta vitiea de reacyie

gau valourea Kﬁ'

cagul de inhibigyie necompetitivd purfi,cind efoctorul redue

c@ vuloarea iui V

wax 91 DU ufectuasd K ynu apsre decit in puyine

situo il concrete,ma oritates situsyiilor de inhibiyie necomputitiva
faind de tip mixt.inhibitorii ou structuri mici,de tipul protonilor
sau ionilor metalici,sint potengisli inhibitorg necongetitivt.

reacyidle cuare su loc sint :

k '3

Les =t g ’2——; + P (14)
k_,
k

ITE ¢ *3 El
= (25)
-3

S +4 k"

S+ 3 88 22 kI + P (16)
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iar expresia vitezei de reacyie in prezenga unul inhibitor necome
petitiv este :

V ] S *
Vv a 48X [ ][I] (17)
(K, + [8] )2 ¢ —)
Ky

Lomparind sceastd ecusgie de vitezd cu relayic .dichaelise
sentenyse constatda cd valoarsa K, nu este modificetd,ci numei vie
teza moximby Vo, = Vo, /(1 « [1)/K).

Prelucrind acuagia (17) dupd procedeul Lineweaver=iurk se
obyine relagia 3

[1] [1]
‘é"v%(“‘z;"‘[ij*“"z;"*' (18)

care posto fi reprezontati intr-un sistem de axe rectangulare,in
funcyie de variabilele 1/v gi L/[S],obyininiu-se o dreaptd care
intersecteasd abscisa in punctul -:L/:&M 81 axa ordonaté in punctul
[1]
(1L« 1-‘- ) v:n-;
Graficyeinhibigia necompoti-
W tiva se posate traduce prin
schimbarea punctului de ine
/ tersvcyie cu axa Qy,schime
bindu~se gi psnta de inclie
- nare 8 droptel (£ig.6).Vi=
- tezs maxinid de reacyie scae
ri/\/mou. de,izr velosres K, ramine
neschimbatd gi deci afini-
tatea enzimei pentru sube
‘ strat nu ee modificd in ur-
Fig6 = gem:ﬁ:igiani‘:‘n;::giﬁ“k @3 rescyiel cu inhibitorul,
Linia punctatd reprezintd cagul unei o©sre nu concurd cu substrae
reacyii enaimatice nuinhibate tul pentru legarea la cone
trul catalitic activ.
Un alt caz de inhibiyie necoapetitivi este cel in care ine
hibitorul diminuesagd afinitates enzimei pentru substrst,situayie

greu de diferengiast de cszul inhibiyiel competitive /37//.

15
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in cele mai multe cazuri,inhibijia necompetitivd este de
tip mixt,deiormares indusi de inhibitor afectind atit me cit
g1 K’s‘.‘ .
rxemple d¢e inhibiyie necompetitivd : reactivi care se pot
combina reversibil cu grupirile =SH ale aminoacizilor,cisnuri (in
cagul enzimglor cure au ioni te in centrul acotiv),substange comple=
xante ¢en LiTh ctoe

nl treilea tip de inhibigie -« inhibigis incompetitivi,este
inregistrst in cazul in care inhibitorul nu se leagd la enzimid lie
bard ci numai lu complexul ¥ichaelis,avind efecte ¢;3ale asupra
Vmex gl K”.dar nesfectind raportul me/j&,i s

k k
L+ 5 +d 19 *2 i e P
k k
S+ 1 . 51 M e 14 P

l:_5
cind ecusyia de vitozd este datd de relayis :

[sTe v :
1l -R;
Vs T (19)
[{5]4» K, (1 + ‘I'K—i]‘)

vouparind ecuayia (19) cu ec

W yia lichaulis-wenten se con=
(s o / / 8tatd cd valosrus V .. este
__Ki 7/ Bcucutd,iur veloarea K t
Vmax. 7 ’ y 98%e
// crescuti.i’rolucrarea Linewes
XA Nmox ver=Burk duce ls relagia :
/ K A, [
Wik O s VT Ve B Voo M R
— K
Km

care represontetd grafio

11547 = Reprezentares Lineweaver=surk oonduce la o dreapti para-

a8 inhibigiei incompetitive leid cu
uinila punctatd reprezintd casul uned . 0ot & funoylei ob-
rescyii onzimatice neinhibate vinute in ebsenga inhibi-

torului (116-7).
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fajoritatea vnzimelor se conrormedzd cineticii lichselise
«@nten, ping 18 o anumitd veloar: a concentrayieil substratuluijde-
pdgires ocesteia conduce la scaueres progresivd 8 vitezei de re-
acgiesce poate &junge 1a w«:ro in cazul concentrapiilor ifoarte asri
de substrat.lenomcial se num:;te inkibigie de substrat,si se dato-
roazd probaoil wul nultor amscanisme,printre cure amiatim i iixares
po wolecuwla e¢ncinol,ls centrul activy,a vai wultor molecule du sube
stratycesa ce are drupt consecinyd impiedicusrea reacjiei,reduco-
res conceantragial Je apd suu cregterea concantragied ionice /43/.

o in wod ussuunctor poate sd eapard inhibigis de produs,in
care prouugii de ruscyle,fiind in concentreyii prou ridicato,pot
incatini vitcues reocglilor enzimatice.lenomenul se explicd prin
mecenisuul reversibilitayil reascyiilor vacinatice,produsii reprce
zentind in acest cag substratul reacgiei invorse,

in mores mojoritate a cazurilor,sudbstangele toxice proe
zente in spels uzate ucgionuazd ca inhibitori ©3i enzimelor celue
lare,gi pot reacygions ce asenenqa cu ailerite proteine de struce
turd din celuld.’iaspunsul wmicroorganiswesor ndmolului activ ls
substanguele toxice este infiuwvngat de wal oulte verisbile ca -
nstura 31 conceavragiz toxicului,timpul de contact,carsctoris=
ticile wediwlul format de apu uzatad,candigis fiziolo;icd a oryae
nigm:lor expuse /4Y9/.ienomenul intoxicarii namolului sctiv nu ese
te elucidat ; cerceturile in acest doweriu su fost oriuvntate msi
ales in sensul detercindrii capecitigili biomesei de a suporta
prozenga substang:lor toxice..s=-8 studist influenga ionilor metae

lici toxici esupra namolului sctiv (e *, .u=*,un®*,:d.%%,:g%* ia%"),

91 s-8 deuonstrat cad scegti ioni produc o scidere & eficiengei de
epurare j s-a observat insd o adaptare in timp a biomesei lu uce
ylunea toxicului,i o indepértare a ionilor ce ..u°*,.n“*,ie“*,.g""
din epd cu ajutorul ndmolului asctiv variind iatre 12 5 gi Y8 -
/50=52/ «

Dintre snioni,iese in evidentidl toxicitatea halogenilor
(msi sles 8 clorului) 3i & sulfurilor.clorul liber sre o toxicie
tete pronunyatd asuprs biocenozel némolului activ,in special ssu=
pra protogzosrz=lor gi uwetazoareior inferioare.zscteriile din floe
conul de nimol sint mai rezistente ls acyiunes clorului,dar doza
letal@,foarte scacuté,de 045 mg/l indicé acest element raspunzéde
tor de distrugeres namolului activ,in cezurile in csre vste pre-
zent in rcactorul instslagilei.

substangele toxice de naturd or; anic& sint in cea mai nmare
masuréd inhibitori cnzimatici.Jeosebit de importunt wste prasul de
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toxioitate,respectiv incircarea limitd (mg substanyd toxicd/s
suspensie uscati) e cdrei depdgire conduce la scicerea activiti-
ti4 némolului activ.Un exemplu eate dat de influenya trinitro-
fenolului asupra ndmolului activ : incdrcares de llo mg/g suspen—
8ie uscaté.sl,la o concentragie de TuF in influentul instalayiel
de 50 mg/)l soluyie nutritivii,permite adaptarea microorganismelar
la aceastd substanys in ccr.lo zile de alimentare continud ; ine
cércarea de 450 ng/g s.u.zi (concentrayis T.F in influentul in-
atalayiei de 200 mg/l solugyie nutritivd) nu permite adaptarea
microorganismelor nici dupd 8o zile de alimentare /53,54/.

lacvor) cere influyenyeagd reacylile metabollge
ale _pagoiulul actly

Procesele complexe care au loc in cursul epuriarii biolo-
gice a apelor uzate depind de o serie de factori care gin de :

- populayie,de exemplu tipurile de bescterii heterotrofe
adaptate la substangele organice specifice din apele uzate,re-
lagidle dintre ele,faza de dezvoltare in care se afld 3

- surse de hrand (calitatea gi concuntrsyia substratulul);

- factori de mediu,dintre care acygiune importantd au sub-
stangele toxice sau inhibante sle activituyil enzimatice,rsportul
optim intre elaementele majore - ,N,P,temparastura,pi-ul mediului,
oxigenul dizolvat,agitarea,presiunea,concentrayia ionilor etc.

lemperaturs « tectul variayiilor de temperaturd asupra
activitipgili celulelor microorganismelor gi asupra rispunsului ce-
lulei le condiyiile de mediu este complex ; ele pot modifica pere
meabilitatea membranei plaswstice,pormitind pitrunderee rapidid a
toxicului in oecluld,gi pot altera procesele de control,necesare
supravieguirii,precun gl eficacitatea lor.

hstidlytumpuratura are un efect romarcabil asupre vitezei
reacyiilor biologice.in gensral,in intorvalul de temperaturé in
care nu se realizeszd denaturares proteineior enzimatice gi plas~
tice,cregteres cu 10°C & temperaturii poate dubls viteza rescyii-
lor biologice,r=apectiv .,  este in medie 2./43/.

in mod obignuit variagyis vitezelor reacyiilor biologice
cu temperaturs este ex,rimstd prin energia de activare a reacyied,
rgeconform relayiei lui Arrhentus :

.

ved,ota/i ()
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unde .A reprezinti o constantd cu acelsssi dimensiuni ca viteza de
reacyie,l este temperatura abso=
luté iar R constanta gensrald a
gezelor.

Veloares lui ., (kcal/mol) poa-
te £i obyinutd fie din inreyistrae
res vitezelor de rcacyie la cdouid
tenperaturi diferite,fie prafice.
Logaritmind ecusgia (21) se ob-
yine releyia :

| -

-

&5

10E V = 10§ h = =B  (22)
> 29503 RT

care,reprezentotd ca log v=f( M/7)
lige8 ~ Leterminsrea graficd a conduce la 0 dreapta & cédrel ine

energieli de activere tersecgyie cu ordonata reprezinta
valoarea lui log i,isr panta valoarea 1ui ~£,/2,303 R (£15.8).

Pentru reacyil biochimice la teumperaturl de cca.aoos.ia
are valoarea aprox.de 12000 cal/mol /3/.

In ultiuii eni,s-8 observet cd teuperaturi mail mici in ba=
zinele de asrare influengyeazd puternic eficieays procesuiul,in spe=
cial in cazul epurarii biologice 8 apelor uzate complexe,rezultate
din industris chimicd gi petrochiwmicd /55/,/50/«In procesele de
epurare,tempseratura intervine in principsel asupra vitczelor de crege
tere 8 microorganismelor gi asupra vitezei de consum 3 substratu~
lui.in general,se considerd cd la temperaturi ce 30-4o°u substratul
este oxidat gi biomass este sintetizatdi mai repede decit la 20°C,
aceasti temperaturd fiind considereti ca etalon /%=5i/,

Viteze consumului biochimic de oxigen este de asemenes ine

4r

' fluenyata de teuperaturé.S-a demonstrat astiel cé,in intervalul

2=32°C constanta vitezei de reacjle,consideratd cs cineticda de or-

.dinul l,nu se integreazl in relsyia lui Arrhecius,dar cid dstcle exe
' perimentale concorda dscad se considerd doud domenii distincte,ine

tre 2 g1 15°C g1 intre 15-32%C,cu pente diterite /60/.

Variayiile in rdspunsulecinetic 8l sistemului cu némol 3c=-
tiv fayé de wmodificurile teamperaturii pot f£i determinate de modul
de aclimetizare al microorgunismelor.adaptarea ndmolulul sctiv la
temperaturi crescute se face mal greu decit la temperaturi scizute.
I xperdmentele efectuste cu namoluri active,dezvoltate la 15-2o°c.
au aritat cd aceste siestome se adapteazd 1a 4°C in dous saptémini,
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der la teuperaturi wai mari de %0°C,dupd citeve luni /U7,50/«lem=
peraturile scuzute iIn jjeneral scad actavitataa wetabolicd,cvea ce
intirzie dezvoltarea biomasei,dar nu au sltd influenyl nugativd
seunificatividyasupra (ezvoltdrii bacteriilor din biocenozdjsensi-
bilitate uai wmare precintd ciliatele Livbere $i Tixe cerc pos 8C A=
dea numeric pind la disparigie /oul/.

Lrogterea activitsyii metabolice cu teapersturu a deter-
minat exporimenterea epurdrii aerobe tarmuilile,Ccu nicroor;unisue
al caror echipaucnt senetic permito activitates optind 1~ tempe-
rovuri ridicate pe upe uzate cu fenol /%/.. stlcel,loliosind namol
activ mezofil,adeptat 1a foenol,temperaturs s fost ridicatéd cu
cite 2% pind 1a 55% ,in ©=12 zile 3 lo tezpercturi mai mari de
559 u fost necesard cregtervs timpului de retenyie in bazinud
de aerare in scopul obyinoriil de randamente de epurare similsre,
in ingoervalul de teuapceraturd 35=68%C au fost obyinute viteze ale
consumalui de substrat,siuilure celor din cdomeniul tempersturilor
mezofiley,ferolul fiind Incdepéirtat in proporyie de peste 95 [i,la
ticpi de retenyic in bewinul de aerarc de o Ores

Totupislorosiree procedealor cu bacterii tormofile ridicd
nunero:ige probleme privind natury spelor usate care pot fi wvpurate,
introducerea acrualul in vuwinul Qe rvucyle,costul encri;iei,separa-
res bilowmaseij,aduisia efiusentuiluil in riul receptor gtce

Bi=u) wmediului influenyeazd putcernic activitetea nidmolului
activyacyionind in pricul rind esupra activitayil enzimatice.l.fec-
tul pHeului asupro vitezei reacyiilor enzimatice se poute sid fie
reversibil,cind influenyeaza yrudul de ionizare al substratului,
ensimei,complexulul ‘v otceys8u ireversibil -« la vulori extreme
8lu concentragiei ionilor de hidrogen - cind este densturstd proe
teina,

fontru o bund activitate a namolului 8ctiv,pteul spei uzate
trebuie zd Iie cuprins in domeniul 0,5 = Gy5e

Aclzil i buzole anorganiceycare produc wariatii meri de
pliy8int fourte toxici pentru ndmolul activ ; scizail orgenici natu~
rali,in goneral,si cel volstili in spocisl,chisr dscé scad. pleud
8ped uzate la vaiori aici,( = 4) nu influenyoszd nogativ activitae
tea microorganisucior din numolul 8ctiv fiind ei ingiyi degrasdagd
in procesul epurdril,aga cum.este cazul 8;elor ucate provenite ls
prelucrorsa unor produse Vegetale sau animale.pH-ul scdzut favorie
<eagd ins. deuvoltarea odupercilor,ceea ¢ contribuie la inrdutigi-
rea struoturii némolului yi 3 capecitayii iui de sedimentare.
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Qxisenu) = co scceptor final al hidrogenului,rezultat din
roascyiile de oxido-reducere din procesele aercbe reprezinta unul
din reascyAyil esenyisli,concentrayie lul in mediu influenging pue
ternic reacyiile metobolice,!entru oxidarea substanyelor orgenice,
este necessril asijurarea introducerii satisficatoare de oxigen ate
moaferic in bazinul de aersre gi un contact cit mai intim al acaese
tuie cu biomusa,

Vitesa transf.rului de oxigen din asr in ape din bazin ese-
te proporgiousld cu deficitul de O2 in {sza 3ichidd coaform rela=
pled

d 7 . .
1—%— 2 K(Cy = <) (23)
unde CB reprezinta concentreyia de saturayic 2 oxigenului dizolvat
in apd la temperaturs de lucru,in mg/l 3 © « concentrajia oxigenu-

lui dizolvat,in mg/lyla timpul t,iar K - constanta vitazei de tran~
sfer (constanta de aerare).

integrind ecuayia (23),88 obyine 1

29303 lﬂ!glé;%;

K = 8_<c (24)
b = )

in cere Gl g1 cz reprezinti concentrayis oxigenuiui la tinmpul tl'
respuctiv la.ﬂeprezentind grafic valorile determinate ex erimen-

tal,in condiyii standard (concentragia in oxiven & apei din bazin
~20ng/l , p 2750 am g , ¢t = lo°c). in (Ca - 1) in tuncyie de

tyse obydne ¢ dr-eptd a cidrel pantd este c¢guld cu Kedducerea vee

lorii lui K,deturminatd in alte condiyii de temperaturd,la valose
res stundard se face yinind seame de dependenya de temperaturd 8

vitecei de difuzis a oxigenului In epd,;4 aname : /-/

\ /[
K o = Kg o -5?- (25)

ande Klo reprezinta constanta de aerare st:ndard ; Kt - constants
de eersre la teuperatura oexperineantului Dlo co3ficientul de di-
tusie la 10°C 3 Dt = coeficlentul de difuzie ls temperstura expoe=
rimentulud.

Susponsiile existente in apa regiduald gi némolul activ
existent In instulsyis de epurare infiuenyeazd tranaferul de o=
Xxigen prin caracteristicile generale oconferite ameateculuil apde
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susp9nsii = aer,respectiv prin densitete,viscozitate gi condiyidle
interf.yed ser=apd,aaicd prin wariree timpului de contact ser=apd
/62/ «iJ¢ aceea,pentru determinsrea corecta a necssarului de oxigen
din bazinul de wersre trebuie si se yini seams de fuctorul de coO=
recyie ol 4care reprezintd raportul dintre coeficientul de transfer
8l oxigenului in apa uzvtl Ku.si coeticientul de transfer al oxXie
genului in apa curubéyn, 3

pr— (26)

a@rar?a sp¢lOr rezidusle in bazinele de serare trebule sa
asigure omogenizurea sm.stecului apd usati - n3mod activ 31 sié fa-
vorizeze diruzis oxigenului dizolvat in toatd masa,fdrd sd se cre-
8ze zone in bszinul ae usersre in cwere vitoaza transferulul reactea-
tilor (substrat gi oxigen) la nivelul celulei sd dovind factorul
lianitativ ai dezvoltarii bioussel.

sed desonstriét cd astoritd geomatriel gi structuril fio-
coanetor de ninol activyfornomenul de difuzio ca $i procesele me=
tabolice fac c¢s in intzraorul 2locoaulul concentriyjia in oxigen
daczolvat sd 1ie wult wal micd decit la suprafags luleistfel,ls
concentrayii do uoroxeld=d m3 Uz/l in m2diu,1ia ceantrul tlioconulul
30 BBlguUrd o coanceatrogic de 0,1 mp/V,/le/5/eVitesa de difuzie
8 oxigenulud in 1iocon e¢8t8 L& rindul @i ainfiuengata de wal mulyd
factori fizici yi viochinici,dantre care vgsitarca sisteanulul,sta-
rea tizioluyicad & ndmolulul activ gi virsts lui,precux 3i naturs
substanyelar orgsaice din spd gd reportul intra clemei.tele biogene
O ¢ N3 P ad o0 ceoseLabd daortanyd in weuyineres condigiilor de
acrovle in interiorul floconului..in actste wotive se coasiderd
necusard o coacentrayle miniwi de oxigen in licaidul din instala=
gla de twrire le Lyl = 5 ug/l /ul/ 88U 094 = 0y Ly Cd/l S ol=0t/ o

indepdrvursa din apele ucate indastriale u unor impuritagl
poate fi sensibil 1atlueapotd de coaceutragia de oxigen dizolvet
din bacinul de amersre,astfol,indepdarteres tenoluiui,care in mod
obijnuit au pune zrovlemd f£iind asinilat cu uyuringd Go catre nde
molul activydre ctricdengd socucutd ln condiyiile conczntragiilor
scuzube de oxiysen (8ab 1 mg/l) y de agowenca elicinares lui este
infiuenjatd de prucenya in weciul opos 8 substangslor éuparficial
active care pot ilupivdics transrerul de oxigen /v7/.

adroulonyd osve un fuctor care inrluvngeazd activatatea
metaoolica 8 ndwoidlui pran aujineres suspensivi de ndmol activ
in mediugrealicurea _ontuctulul intim intre sulstrat,oxigen gl
@iCroor, 8NLs, in. ¢ yartarss Strevului apos din imedista vecinutase
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a flooconului,atret esracit in oxiyen gl substa.ge nutritive gi ine
cuarcat cu produgi de metabolism,reugind astiel continua sprovizio-
nure & microoryenismolore.

5@ asew-n28,turbulenys crescutf reduce dimensiunss flocoae
neiror datoritd fenonunulul de forfecareymirind astiel suprefaga de
consact & apgrepatelor bacteriocne,vitezs de ssimilare a inguritdgie
lor 51 viteza de respiragiesiuroulenga cri:scutd precintd insd deze
avants  jul producerii de -fluengi tulouri,csre pot i Insa elliberagd
de wicroflocoane prin rofliocularea in basine de sed.nentare previe
zute cu timp de¢ retengie mui mare.

ractorid esengjold de cregtere ;i ionii anor;anici sint
absolut necasari puniuru desvoitures norrelid @ viocenozei..intre
acegtiagsun rol inportant revine compusilor cu azot yi fosfor
azotul avind rol pluastic (céneticuent al enzimelior,proteincior,
acizilor auclwici) $i in micd masurd de domnor $1 accentor de elece
troni,la bacteriile nitrifisate,respectiv denitrifaente,iar ifos=
forul svind rol enurgetice.Raportul intre concentragia sabstangelor
organice,deteraninata ca a505 $1 necesarul de azot i tostor,nece-
sar asijsurdrii unei buue funcyionidri a instsiagiilor dJde epurare
biologicdyeste cuprins intre 90 gi 150 .10 fayd de Y ¥ 34 1 “euan
cratarva apeior uzuste industrisle,sc.st ruport trebulice coructat,
urmérindu=-g8e psriodic calitatea efluentului ;i din punctul de ve=
dere al sérurilor de agot vi fosior 3 in acest sens,treoui: yinut
cont de faptul ¢u ionii de .a sau .g din «pe uzete cu pH crescut
precipitda sarurile de tosfor 3 in acelagl tin,,s3upraddzares clee
mentelor oiogene in vazinul de rescnie yi owci prezanga Lin concene
tragii crescute in eiiuentul instslaglei de uviuvare conduce la
etecte sacundsre nsaorite in riurile sau l-curile recentoure,fe=
nomenul eutroiizirii f£iind ocel amal frecvent.

~ougentragia ricjcatd de gapuri in spele uzste infiuune
yeazé& nefavorabil procesul de epurare bioloyicd,dstoritd presiu=
nilor osmotice la care sint supuse celulele nicroorgenismelor..O=
tugi,concentragyiile in cloruri si sultegi suportste de nauwolul sc=
tiv sint destul de meri,de ordinul gramelor la litru ; se recoman-
d& insd ca ele s& nu depaye8scd lo=lc g/l /od/.dnele ciporinentéri
/vY9/ au ecrutat cé este posibild epursrea biolosicd 8 tnilinel 34
fenolului dizolvate in solugii cu conginut de sdruri msi mare de
599 syin condipilile utilizarii unor becturii aclimatizate 3i sle
unui ciap de retenyie hiuraulic de ordinul zecilor de zile,
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Procedeele de epurare biologicd a apelor reziduale utili-
20838 una din cele doud grupe,fizioiogic daiferite,de microorganis-
i@ i 82rQue 88U 8NA:rr00B8...13r00rganismele unacrcve siunt fulosite
pentru feraentares numolurilor $i fermentarca unor «pe rezidusle
ANUU=6r181@..4CL00un180eL8 8erobd sint iolosite in aod curent
in epararca sagoritugid upclor awate cu ceracter proeuoninént orgée
nic yi Lg treturces nuaolurilior brosniceesliventarce vlocenozelor
se face continuu s3au aiscontinuu,cu apd ruziduald sau cu solicele
organice’ separate din accastéeslunLtru  urured 8vrobd 8 apsioryce-
le mai utilizite proc.ace siat @ cu ndnol sctivybiofiltre,liazuri
de oxiduro.

8,1 ac.ste procecdese diferd intre c¢le prin timpul de con=-
tact intre microorganisuv i apa uzstd,necesszrul de oxigen,modul
de utilizsre al namolului biologic etce.,fenonenele biochimice e=
senyialc sint identice..n wltimii ani,in cpururea biologica a ape-
lor reziduale inovustrisle seus impus procedeul cu n3mol aotive..rin-
cipial, tennolo.is de spurare 8 spelor rezidasle in instelagiile
cu namol activ a r&mss neschimbatd de L& introdu.eres proc:deului
/3493/ 951 snuue (1ige))/3/ -

| ger

a 1 . ' 2
|
|

3 |-
| _SL-
LS _J

14g8¢9 = Pluxul tennolosic 8l epurarii apelor ugate cu ndmol activ
1l - decantor priusrj;l-busin de aerare;3-decentor secuandnrj
@ = influent § b - efiuent spre riul receptor § ¢ = némol
recirculat ; ¢ « namol excedentur spre trotare

= 8pa uzotd (infiucntul stugiel ae epurare) este prespurati
mecanicyrespectiv ‘seyurucd de o parte a suspeunsiilor prin sediuene
teree acestors In decautorui primar (1),8au prin procese fizicoe
chimice,ducd este cuzul,.ste sncatsceta cu ndmolul recirculat gl
este seratd impreun. cu ndmolul activ in baciaul de aerare (2),in
aga fel Incit oxigenul dizolvet su setisfacd nec.gitiyile de mediu
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ele microorzsnismelor acrobe aglomorste in flocosne,iar scestes
84 86 menyind in suspensie j

- aps epuratd (efluentul stdgiei de cpurnre),lipsitd in
procent de peste 95 % de substenyele organice degradabile,este
seporatd de néwmol prin sedimentsres asceatuie in cecantorul secun~
dar (3) si condusé spre riul receptor ;

- namolul activ depus in decsntorul secundar este recirgu-
lat in bazinul de uerare gi am=stecat cu Fpev da tratag ;

= némolul activ excedentur,rezultat din proc2scld care au
loc in reactor in tviwpul epurarii este scos ain circuit,pentru ca
in bazinul de serure sa rdmind coacentragie de biouzsd stabilitd
c8 Optimi.

Varisntele procesuiul cdu nadmol activ diferd,in principal,
prin modul de alimentare gi prim raportul intre substrat gi micro=-
organisme,

veosebit de important in epurasrea biologicd este transfe=
rul de polusnyl din apa uzetd spre biomas& prin contsct interfacial
84 prin adsorbyie-sbsorbyie.sceste operagil sint rzpide i eficien=
te atunci cind intertaga spd uzatd-biom-8& ecste m:sre,yradisntul de
concentragie a substasugeil de incepirtat in procasul epurarii biolo=
gice are pantd sbrupté gi cind nu se formesza ls interfsyd pelicule
lichide care s& iampiccice transfaerul de substsnye 1n 31 din celu-
lele microorganismelor ssu 8u acumuleze substanye nocive,

Schematic,procesul ¢ée epurare biolousicd ar2 loc in reactor
astfel : substangyele organice din apele uz.te siant adsorbite gi
concentrate la supruiaga biomasei 3 aici,prin activitatea enzime-
lor eliberate de celuld (exoenzim®),substenycle sint cescompuse in
unitdyi micl csre patrund in celiulsa microorgsaisualor unde sint
metabolizate § 0 parte 8 reacgiilor care wu loc furnizeszé encrgic
reacyililor prin care se iormeszi mese celulard noud,iar produgii
finali si deacompunerilor (produsi de oxidsre ca C0,H,0,820t8 41,
sulfati,substanye organice stabile) sint cliberayi in mediu (fig.
10)/3/ 3 wmoleculele mici de subsetenye organice,sflate in mediwd
apos,pot difuza in celuld fara s fie adsorbite pe supruiaga 8-
costels, -

in epurarea biologlocd & upolor uzete,incependent des eli-
minsres substanyei organice iupurificuatoare,se obyine creyteres
biomssei. aub forme msverislului celuler insolubil,secimentabil,
precum 8i produgi rezidusii (de metabolism sau cin distrugerea
ceilulelor),unii ugor de indepiéirtet,ca CO,,slyii care rémin dis=-
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persatd £n mediul lichid,conferind o anumitd valoare ¢CO=ului
gd CBO, -nlui apei epurate,. ’entru nimolul activ se aproximeszd,
in general,ozeeteraa biomasei la 40-60 % din cantitatea de sub-
stonyd organicd ssiwilabild din apd usstd.

’rodugi de
wilcroorganisme Substanye :::;7 metabolism
02 + | orgenice — ..nergiel|calorica
asinilabile :Q§:;
;as83d celularé

Fi3.10 = Scheuwa proceselor genvrsle de metavolisa in epurarea
eercbd

in geneorel,ls indepértares satisticitoare a substange-
lor orgsnice 4in spele uzate prin procese biologice isu parte 3

- feunomene 1izice de transfer de ussé (separarea prin
sedimentare 8 suspensiilor grosiere din ape uzetd brutéd,a sus-—
pensiilcr obyinute prin cogiuldre,ca $i a meterialului celular
sedimentuoil din spa trststd 5 introducerea oxigenwlui din aer
in apa ; aifuzia oxigenului dizolvat ca gi a substratuluil nue
tritiv in celulele nicroorganismelor j; adsorbyis substangelar
dirolvate,n particulelor coloidele si a suspensiilor fine pe
suprafaya biomesei j; desorbyia produgilor de meteboiism in
mediu etc.) 3

- fenomene chimice (reacyii de hidratere,reacyii de hi-
drolisé,rescyii de pracipitare,modificari ale pHeului 3 rescyii
de oxidoereducere nebioloyice etc.)

- fenomene biochimice (reacyii catabolice - oxidarea
substratului,respirayie endogond,rescyii ansbolice « cregterea
biomasei ; inhibarea reacyiilor enzimatice de catre substenye
toxice etc.) 3

- fenomene hicrsulice (de curgere,distribugia apei uza=

%6 in reactor j; timpi de retenyie ; viteze de sedimentare j; fin-
cdrciéri hidrsulice utce)e

2ele3. hnalize critjod a proceselor_de epurare biologich

batorita rcacyiilor biochimice,de oxidere gi sintesd,cere
8u loc in bszinul de sersre,aportul continuu de reactsnti-substrat
%4 oxigen = ar conauce le dezvoltarea rapidd gi fira restrioyid
@ biomasei gi la eliminarea totald & substanyelor orgsnice din
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efluent.Totugl, teoria gi prectics epurdarii biologice arati atit
dezvolterca restrictivi 2 biomasei,cit i limitsres eficienyei de
incepfirtare & substenyelor orgenice la valori ce nu depdyesc Y0 =
95 % (exprimate in vBOB).ﬂcessti limitere a eficienyel processlor
de epurare biologicd se ponte explica prin teoris reactoasrelor Yioe
logicaycorelata cu cinetica reacyiilor enzimetice gi cu cinetica
degvoltirii bioam=sei in condipiile limitarii hranei /37=40;/8=30/%
ac:8te taoril consiusrd cé viteza procaseior creypte éu'cresterea
concentragiel suvstratului,pindg ls stingeres uncl viteze waxine,
constonte,in eflusnt raminind ssuiel citeve prucente din concen=
tragia ianigialid s savsuratululy,nudegredat,pe linga alte citeva
procynte foruate din compazl orgsnici,m:tsooliyi rezultagi in
Simpul procesalor.i.licienyu proceselor o c¢pursre viologicd este
influenyabid de insaj3i foctorii principali si procesuluiysgi anume:
substratul,culturasgaportul de oxigen,dimensiounarea gl exploatares
instelayiel ce vpursrey,tecperaturu,tiupul de rzacyie lntre substrat
g1 biomssE,resiizat in resctor,tipul gi vitezs rescgiilor care au
loc in timpul degradarii substratului.

Pentru a se obyine rezultate vune in cpurvres vilologica e
apelor uzute estv necessr S8 so Iespectec tuumite reguli de pro=
aectare gi explowrture §

- apn usaté sa rie tratabild oiologic j

- prantre cowponenyi,upa uzatéd sa cqnqiné elenvnte gl face
tori escnyiuli,in princapal N i rPyin raporturi faga ce substunga
organdcd QBOB;N:P = Jo=150t911 3 o

- pHeul intiuentului reactorului sa ifie cuprans intre 7,0
84 6,5 existind posibalitstea cepigirii temporsre a acestor limite
pind la cel mult 6 gi lo

- 8pu uzaty 8a fie Lipsitd de suostenye inhibitoare ale
proc=selor vitale ale nicroorgauisuelor,cs ioni metaulici gi sub=-
staange organice ;

= compoziyis influentului instalsyiei si debitul lui sd
rémind pe cit posibil constante .

- Incdrcerile in substanye organicé,convenyionule,sd fie
de 0,3 = 0,5 kg 6505/kg SeUeli

- gistemcle de merare treovule sd asigure in mod permanent
copdigii de serobie in reactor 3

- 0iomasu && lie sub forma suspensiilor sedimentabile,e-
vitindu=s3 32u corelind fenomenul de uaflsre,nedorit.

vhiepr dacd sceste reguld de exploatare a instslagiilor
de vpurare piologica sint respectate,in funcyionsree lor pot sd
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apard deregliri ce au ca rezultat eficienye scizute de epurare,
datorate fie deversarilor sccidentale de substanye toxice in in-
stalagie,fie scidderii temperaturii sub lo°C.£n perioadele reci
ale snulul.snceste situeyii impun introduceres fn proces & unor
trepte suplimentare de epurare avansati.

arouztice prin procecdee_de oxidare chjuwich

intre metodels avansate de agonurare,superioare din punct
de vedere al eficienyei,celor clasice,un loc aparte ocupf oxids=-
rea chimic#,dztoritd fartulul c8 ea prezintd un rotenyisl mare
de elimirare din apele rozidusle £ compusilor "rezistenyi"” fat#
de procesele biologice sau epurdrile teryisre.Lsrg utilizegi in
tratares upelor in scopuri potatile,oxidangii ckimici nu au fost
folosiyi in trateres cpelor reziduale dstorité costului lor ri-
dicat ;i teptulul ci,1in accste cazuri,nu ereu necesare metode de
tratare atit re ener_ice..in ultimii eni insf,conciyiile de cali-
tate impuse apelor rezicusle la deversares in emisari,su determi-
nat utilizares tot mai lerzd 8 oxidengilor chimici puternici in
tr:.ver=e spelor.:rintre ugenyil de oxicere utilizayi in precticé
aLrintim : perzsncunstul de potasiuy8ps oxigenatd,ozonul,clorul
g1 bioxicul ce clor.

Qecele Uxidares ferolilor si aminelor aromnntice cy ozon

trimele experienye de utilizare @ ozonului in tratarea
apelor dateszd din 1867,1er in 1693ga reslizat prims instalsgie
pentru ozonizures apei la Oudshorn in Olnnda.in $imp ozonizarea
@ devenit o metodd foarte importantd de desintecyie i oxidare
a 8pei,fiind utilizrté in multiple scopuri in tratarese apelor
potabile.in urma stuciilor efectuate pentru & detercins efectul
ozonului asupre principaliior componengi din apele rezidusle @
substange tensioactive onionice,biologic rezistente,hicrocreburi
ssturate g1 ncsuturete,insecticide din cless Lidrocasrburilor clo-
rurate,acizi huwmici,fier,rantan,cianuri,fenol,ozonul este utilie
g1t tot mei oult i in erurerss spelor rezidusle incustrisle.

intre aultiplele wpiicayii nle ozonului in tratares ape-
lor 34 epursres apelor rezidusle,ne vom referi $n continuare le

ozonizares fenolilor gi eoinelor aromntice,in scopul elimindrii
lor din ape,
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Primale incerciri de ozonizere a feaolilor dateszd de la
gfirgitul secolului XIX i Lfnceputul gecolului XX,cind Poeke(1E&73)
8l 0tto (1898) au studiat reacyis dintre ozon gi pirogeloi,réspec-
tiv fenol,0atuccl,rezorcind gi hidrochinond,iar Gibbs (1910) a
ozoaizat fenolul gi a ldentificat,ce produgi od reacyieil de oxie
dare,anidroochinond,ciiinond,cstecol,yacid glioxsiic si bioxid de
carbon,.ercutirile ult:rioare au fost oriuntsite iIn elucidsrea
structurii molaculei ce ozon 3% 3 wecynism.lor r:acgiilor de oxi-
dare cu ozon 3 dircrigiior coapuyl.

O2da spectrul de microuade al wmoleculsi ce ozon 8- demone
strat cd molecule de ozon este diemagneticl,legiturile oxigen-oxi=
gen sint ezale intre ele,Au o lungime de 1,278 § gi formeazd .intre
ele un unghi de 116° 49',51 are un moment dipol scizutyde 0,49 =
0,58 DePe acuastd buuid,molecula de ozon poate fi reprezuntatdé prin
urnitoarele forwile de rezonenbl (1),(figesl) :

“F o A® A 0
) 0. A — "0
U NG TN
'O/ \:-O':(-) l.\:.o.: \Q w:Q :Q:w (‘):Q: Q:“)
20O
ﬁ . O 6°49 O

Figell = dolecula de ozon

i O reprazentare simpld a orbitalilor moleculuri ai molecuiei
‘de ozon eate descrisi in £ig.ll (11).}1ec9:e atomn de oxigen prezine
'td o hidridizere ep jorvitelil hibrizi sp® siat ocupayi atit cu
‘electronii care participdd le legiturd,cit gi cu slectronii nepare
;tic;pangi.ia: prin suprspunepea ordiltalilor p se furmwzz& un ore
bital molecudar T extins,ocupat cu 4 elcctroni.

‘ Aceesté structurd & molecului de ozon ii conferd acestuis

;o mare reactivitate.’e poate presupune oi ozonul se va comporta in
reacyii oca un dapol 1,3,un electrofil ssu un aucleoiil.lrobabili-
‘tatea ©8,in reacyiile de ozonizare in soluyii aposse sau in suse
'pensii,care au loc,in genersl,ls tempsratura camerei,ozonul si

se comporte cs un radicel,ssu sd aibe loc descompunerea ozonulul

ou formare de oxigen molecular gi atomic,este micid.Un wecanisa
radicalic iamplicd& folosirea temperaturilor riaicate,a catelisu-
torilor asu a fotolizei.Osonul este un oxidapt foarte puteranic
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(al patrules ce tdrie dupd F, 7,0 oi 0°) g4 oxideasd mulyi com=
pPugl organici gi anorgacici.

in soluayii spoase,0 parte din ozon reacyiongazd direot ou
substanyele dizolveto in apd (M),reacyis fiind seluvctivd gi lenti,
iar o alt® perte se trznsformd rapid in rudicold liberi OH' Trane
sformarea in radicali Ull' ¢ste inijistd de ionii UH ™ gi decurge ocu
atit mei rapid ocu ciy Pli=ul vave wai ridicete :

Radicolid oll® sint oxidenyl puternicli,neseleotivi,care pot
acpione in doul wocwri :

&) Forueazi cu substunyele dizolvete in spd (k) radicall
R° secundari (li'),csre iuncyionessd oa prouwotori si rescgiilor in
lange

b) ot f£4 cepteyl de unii compugi lutrerupidtori de lany
( scawangers 51) cs de exsumplu ionii bicarbonat i csrbonatyrezul-
tind specii innctive @ ginhibitori ai reacyiilor in lange.

rocesul de oXiusre cu ozvh Ieurezintda o suprspunere a
celor doud tipuri de reacyii i1"oxadare diractéd'"gi"reacyii radicew
lice cu H" " /loe/

O, tri @t
- o keactii directe de
0,-daugat — » B0 —— . M oxidat oxidare,sel=ctive
3 ) 2 g1 lente
l+ o™
OR*

ﬂj/ \+ L ~e8cyil radicalice
g R®

unde : M = substanyd dizolvatd ; -i = inhibitorl ai reacgiei radi-
calice (scawungers) § R'- radicali,proumotaori ai r=acyiilor in langy
¢ = specii inactive.

Cele doud procese pot fi influanyute prin diversi faotord,
rezultind produpi de reacyie diterigi.in multe cazuri practice,
ambele proc:se sint de importanyd comparabild.

Date asupra reacyliilor directe de oxidare se obLyin prin
studierea procesului de ozonizare la ¥-uri sc#zute,cind descom=
punarea ozonulul est¢ lenti,gi cind se aduugé inhibitori ai re-
acgiei rudicelice.informayil ssupra reacyiei radicalice se pot
obgine prin urmédrires rcectiel de oxidero cu ozon £n domenjiul
de p¥- alcalin.

Reacyiile directe de oxidare cu ozon sint rcscyii de or-
dinul 1 atit feyéa de concentrayia ozornului,cit gi fayd de concen-
tragis substrastului M.lxpresis vitezei de eliminare a substantged
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M este : /1l06/ 1t

) d‘%l g dial gk [a][N] (27)

unde & & = cdncont:ayia substangei i ;
[05]: concentrayia ozonului i
t = tlapul Jde¢ rvacyle
koila constenta vivezel retcyiei <o Oxidurs cu ozon
7 = randamentul reacyiei.
Pe Laza determindrilaor experiuventale,s-su calculat constane
tele vitezelor reacyiilor directe pentru diferigl cowpuyl organiol,
care sint prezentate,in funcyie de timpul de reacgle,in £ig.12/109/.

ks w w0 wt b2
LI NG
o4 G
T Sl
Y 3 3 \\\
j 0 —_ —&—\4;
| OHy
2 — - — -—
5 0 c“,,Mcms
<33
o AN ——-1
{ | Buysat <l N§7ﬁgﬁm&~'
_M&%ﬂ_“_J@g_________m__
A

Fig.l2 « Vitozele reacyiilor de oxidare directé cu ozon a unor
coupuydl organici

Practic,®e pot elimina din spd numai 3cei compugi pentru
care valorile timpului de rescyie sint wai wici de 1000 se.lubstie
tugia la nuclsul benzonic posta méri vitszae de roacyiejsstiel,fe-
nolil 51 clorfaenolii pot fi oxidafi ugor,in  timpi de ordinul
minutelor /110/. .

In cazul reacyillor de oxidare cu ozon prin intermsdiul
radiocalilor OR' /106/,0Xprosis vitezei de clininare a substanyel

BUPT



- 8 -

M este ¢
adM o 03,0 _’z,',zl/_ i""[mJ (28)
dt dt Y(4-S)
unde
0,.4 = cantitatea de oszon descompusid

n = randenentul de formere a radicelilor O din
ozonul deucompus §

7' = randawentul de oxidsre & couwpusulul i de catre
radacalii OH'

k,.k' = conatsntele vitezelor rescyiilour in c&re radie

calil UH  resctioneezld cu substratul i ssu
inhjoitorii 81.

Primul studiu cetalist al oxiddrii renolw.ui cu 9zomn in
solugpid 8po8ase u 108t tdcut de ! isennauer /ol t5/,Ccsfe 8 iden-
tificat,ca produs inigisl 8l reacygiei de cxidure,cttecolul.(Fie
gura 13).Concentrayis catecoiului atinge un waexim in primele
wminute ale reacgyiei,dupd cere scade,pe masurd ce atit catecolul
clt gi fenolul reacgionvazd in continuere cu ozon.:iscenhauer

0 OH OH
W 0y 0—o 0—*0o"
—_— \ —_—_
(o) o*
-
Q) »n H

) H
OM OH l
0'_(‘0\‘ 0‘——0- o) OH
R -— ‘I) ~._._3_
A OH
6y OH %) OH O]

F { O-H HOH, q Ccoou
CooH
A 08H 00

Y Ell
ozo0ni2ar’
l ultericare
y O3 . . .
€02 e HAci2i maleic, fumaric , oxalic , efc.

Figel3 =« Aecaniamul propus de . isenhauer pentru ozonizarea
fenol . lai
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presupune o3 pirocatechina este oxidatda in coantiauare le o-chinond,
care a8 fost identificati ca un constituent minor in amestecul de
reacyie.De asemonus,su fost identificatl,ca §i produpi intermediard,
hidrochinona si p-chinona.3e admite cd o=benzochinons eate oxidatd
in continuare de ozom la scid cis,cis-muconic,iar &acesta,la riandul
lul este oxidat la :cid maleig,scid fumaric gi acid oxaiic,y3d in
finel,la bioxic de carbonesGould gl Wever /.s)/ doavnstredzi cd ree
acyin majord & srocesalul esta pars=susstituyia cu {oruure 4o hie
drochinoni ; ei identifici In ¢mestecad {inal glioxsl,acid glicxae
lic gl acid cxelice.

ercetéri recente confirméd inturmedisrii de reacyie propugd
de Tisenhsuer,dor infirm# mecanismelc propusv peatru {ormares lor,
demonsatrind c& obyincres catucolulul g1 hicrockinonel are 1o¢c prine
' tr=un atac electrofil al ozonului la nucleul arowatic (figurs 1i4),
84 nu prin sdipie.teptul c¥ reacyia e oxidere cu vzon & fenolulul
este catalizatia do bLuze este un srigucent in plus pensru un agtfel
de mecaniem,decarece anionul fenoxid este wult wmai resactiv Sn re=-
scyiile de substituygie electrofila dooit fenoluleve ascusnea,oxidoe
rea catecolului ls o chinond presupwie un atac electrofil al ozonu=
lui (#—10 —8),ier treceres de la o-chinoni la acid muconic are
loc prin ozonolizs sistemulual de duble leguturi din chinond (8),34
nu prin atacul nucleofil al ozonulul fnir-o reacgie tip Bayer=
Villiger (8 —19 — 20 —9)csre,desgi posibiléd,cote mult mai lentd.

Cele mal complets studil referitoare la ozonizares fenolu=~
lui aspargin luil Niki gi colaborutorii /105/,care au ozonizat ifenolul
in api la 30°C.?rodu511 finald ai reacyisi au fost acidul formic gi
bioxidul de carbon,iar ca intermediari de rescpie s-uu iduntvificst:
catecol (4),hidrochinond (1l2),acid cis,cis=ruconic (Y),aidehidd nue
conick (17),83ldehida scidului meiedsc (23),2cid glioxmiic (27),g8li=
oxal,3cid oxalic 3l spd oxigenntd {figura l4)..1 considerd ci sta-
cul inigis) al ozonululd la fenol are 100,atit printreo hidroxilare
(1—10—4#&),cit g4 prin ruperes legaturilor (1—11— 14 —9 sau
17).De asumoensa,ei au eluciunt mecanismvle oxidarii alleraoare cu
ozon a acidului amuconic (figurs 19).

rorcetirile referitoare la oxidurce cu ozon a dilenolilor
84 & fenolilor suvsGitulgl /4b0y1654157=105,402/ au cGewonstrat oi
grupédrile alchil si hicroxi in woleculd maresc viteza atacului 020~
nului 138 nucleUeii=a dusonstrat de ssenensa cdyin solugli epoase,
8int necesari 4-6 moli ozon pe mol de fenol pentru distrugerea nu=
cleului aromatic /83-85,161,162/,iar pentru distrugerea tuturor
compugilor organici in CO,peint necesari minim 150 mold de ozon/vl/e
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(u) (12) (13) -B,0 -H,0,
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CH OH C-OH OR
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0’ S ~00H X—C-0H N c-H
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HO=C= CHaCHeCaClim C-G HC- CHxCE-CBxG. = C~OH
) om0 0 OH 0
21 a3 GaH (222
21 b: G=OH
B C~CHluCB-C~Oll R-C~COOH
0 0 4
(23) (24)

Figed4 = Osonisarea fenolului in api
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°
_—C=0H
Ei sau w
__c.ou X C-0H
o 0

(9) 03 (17)
H,0
v 1
B—ﬁ-CK e CH-C«OH < _ HC-C-OOH
0 AOH 03 6 6H
snu Ell . H sau HH
HO-O—CHSCH-'C—()H HO-C- C<00H sau HOO-?—L’)OH
OGH é (BH GHOU
-
R(I:-CRSCH -(":~OH
H,0 HC=CeH # HC «Cal¥ 4 HO=C-C=CH
seu I ] i -
0
HO-F-CHBCH-%-OH HC—O—E—H + H-C-O-(’Z-OH
0
1“20
H-ﬁ-()ﬂ
@ @ @ ——*+Hoc-cn=cn-c.cu-con
(12) (13) (21 v)

|

HO~C-C-CH 1= G~OR — O3 HO= C- ChinCli- G~ CH 1= C~OR

00 2 0 6
l / (7%)

HO=C-CH_«C-0H _— > CHgy=C=-0H
2 3

Figel5 = Legradari totale in ozonizarea frezolului
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Aminele aromatice sint deosebit de reactive fati de oson
/168=181/,5tudiindu=-s@ rescyia de oxidare cu 0zon & anialined,
p=toluidinei,p=nitroanilinei,p-tenilendiswinel,p=sminorenoiulul,
acidului sulfanilic,s-su identificat,ca produgi de rvacyieyni-
troderivati,azobengeni,chinonimine gi polauseri.in figure lo este
prezentat mecanisuul oxidarii cu ozon & anilinei si 8 derivayie-
lor ei substituipi la nucleu /177/.58 obsurva ca sre Loc un atcac
al ozonului 13 atoaul d9 siot,urmat de disvciurea auuctului
amin-o0gon,prin doud reacyii coupetivaive : eliminarea ce oxigen
cu formere de &suin=o0xizi,3i in finsl de aitroderivagi i scine-
derea cu tormares unui cac;on-radical arowatice

il »-ooo ngl-o' X,

:i: E:i:ﬂ %
—
(P5) (27) (28)
.+ : 7]
HalieH id H,
| |
-— - ete, + .o-o.o‘

LG G (29) _

oxidari ~

~.

ulterioare ~
\\\h “olimeri

@"”’ @ SN

NHCGHS

HN o o=<:>=o

NHC, Y
675 (=1) (32)

}igelo® = Uzonizarea aminelor srowstice priaare

-6rea8 ujuriny¥ cu care ozonul reacyionesz& cu fenolid
91 sainele sromatice In solujii apoese,yi formarea de ‘produsgd
de reacyie nepoluanyi,ca bioxidul de carbon ssu pPolimeri ine
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solubili,fec posibili utilizaree ozonuvlui in epurarea npelor rezie
duasle cu ccnpinut ée fenoli si exine sronetice.

Schems generald s uned instalayil ce epurare cu ozon a ape=
lor reziduale eate prezentestd in figure 17 /32/.

OXISEN _RECIRCULAT

U
SQIOR 0ZoN/ZATo P

OXIGEN

CONTACTOR

APA _
TRATATA

POMPA IE
v/D

AP,
Re2/8vALA 2BAERADR
Pompa

ti1gel7 = Ozonizurea in sistvem inchis c8 recirculare

Procesul cuprinde urmatoarele fecze principule ¢ uscarea
aerului,obyinerea aerulul ozonizat gi awesteceresa serudui ozonlust
cu apa de tratat.

Ca materad priwe peantru ooyiucres vzuvauud pot scrvi asrul
atmoaferig,asrul imuvogafit in oxigen g8u OXipeiul pulenErul Ci CBe
re 86 alimvnteasld ozonisuvarul ¢84e I presléoil uscabgucosrece
in prezengs umiditapii creste coansuamul ce snurgle i se formeozé
compugd ou azot (NO,NUZ.Hﬁoj),care exercité o ecyiune distructivi
asupra eleotrozilore.Jocares aeruluad se pouvw reaiiza practic prin
dous metode :

8¢= 8dsorbyie pe alumini sctivd,silicagel ssu 8i%9 mole-
‘culare 3 metoda se aplicd in instalayiile ..ici ;

be~ in instaiayiile mari 8@ proucedeizéd,in goasrel,inainte
hﬂ 8 trece derul peste matarislul sdsorbsnt,la o condensara par-
kiell 8 vaporilor de apd,prin scdaderes gowparaturii la‘2-5°c.

Aerul uscat easte trinis in generatorul de ozon unde,sub
soyiunes descarcurilor wicctrice,se obyine un smeatec do ouon-aer,
cu un conginut c¢o pind 1la 5 4 ozon (in groutate),sau 020a=0Xijdl,
5on§1nind pind la lo ~ oson (in greutate).vopagires acastor limite
ﬁaxilo nu este posibilé datoritid rescyiel inverse da deascompunore
8 ozonului.

Amestecul aer-ozon resultat vaete smcstecst cu apa rezidusla
intr-un contactor,timpul ae contact veriind in funcyie ue natura
apei residusle i de tapurile de instsluyilesps reziduslé,inainte
de a fi1 tratetd,osve Cesaeratd,pentru eliminsrea azotului.bupd
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osonizsre,apa trateti 5i gazele pir¥sesc seperst contac torul .Ga=-
gul reecirculst,care contine oxigen,oson reziduel,spd gi impuri-
tigi,se introduce In instalayie fnainte de faza de¢ condiyionare
e gasului osre slimenteazi generstorul de ozon.

Intr-o inataleiie¢ couplexs de epurere @ cpelor rezidusle,
locul treptei de ozoni:zure cdepinde de scopul urmaBit.

tstfel,puntru ejp.wrrea unui efiuent de le rafindrii,pentru
cere se sdmite,l: Ceverecre,un conginut c¢ fruol nmei uic de 0,015
ppmye utilizeezd o teinologie complexd de epurasre ce constd in
tratere bioloiicd cu nicol activ,filtrere i oronisare finalll
/149/ .,Prin ozonizure se realizenzl o reducere de Y6 5 8 fenolului
din apl,concentrayis fenolului in efluent scEzind de la 0,36 ppm
la 0,012 ppm,pentru doze de ozon de 20«40 ppme

Ls uzinele Roeing din Kensas,/149,151/,0zonul, este folosit
eureant pentru tratares unei epe regidusle crro congsne cisnuri,fe-
noli,ulei,detergengi,suliuri,sulfayd 3i cromagi.Iratares cu ozon
este prccedatd de un tratament primar,cere constd in eliminsrea
uwleiurilor,tratares cramagilor cu dioxid de¢ svlif,controlul pH=-ului,

coaguliare gi liupezire.iozs de ozon este Ge &;rox.co ppm,5i 8¢ apli=

cd in doud turanuri de contact gu difuzoare,prin csre ape ciurge in
serie,Dupd ozornicare,efiuentul firal este trecut intr-un lec,unde
absenta compugilor toxici i & polumnyilor este pusd in evidenyd

prin prezenye pegtilor vii,

2.242. Oxidagres fepnolilor g4 aninclor srowntice gu
r [a! biox

Utilizayi iIn tratares apelor in scop potebil,peatru deze
infecjie,aterilizere,slininarea gustului si mirosului,decolorere
etceyhipodoritul de sodiu y1i bioxidul de clor,compusi cu carscter
oxidant puternic,sint splicayi in prezent 3i Iin epurares apelor
residusle pentru dietrugerea oxidativid a fenolilor gi & altor
oompugi organici,.

Eipocloritul de sodiuycare conyine 31 2-15 /s clor,se utie

liseazk In epursros apolor rezidusle sub forud de soluyie,rroprie~

tiyile ssle oxido-rsducuatoare deyind de ph-ul mediului de reacyie
(f“ul 16) -
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Figura 16 = viagraws potengiel redox-pl panftiru sistvemele s
FA0M/CL. 50 10/C17,C10H/ 1T 51 <107/CLT

sec3suty diagramd coresnunde pentru divsrs3 schilibre

11}

Cl, + 2 @ == 2 C1” o €% = 1,38V ; curbs (&)

Cly + 2H,0 =— 2 S10H+2H*s20™ o @ = 1,59V  curvs (o)
(2T + 0,0 == 108 + H%+2e" , 0% = 1,45V ; ocurba (u)

Cl + H20

20 vti*42e™  , % = 1,70 V 3 cwba (a)

Se observa ci dreptele (a),(b) yi (c) se intretsie la pi =
a 3.4,d0 unde se desprinde conclugia Cd 8ciGul 1POCLOros se re=
duce la clorurd numai la valori de pi > S,4.Ureptete (c) si (a)
se intersecteazd 12 pY = 7,5,6are este de fagt piu al ecidulul
hipocloros (curbe ).

In soluyle,in funcyie de pli=ul wodialal de reecgie,vor
exista diferite apeciil ective (alo‘.”oul,ula).cure'vor oxida
compugii orgauici din opd.

secanisaul reacyililor de oxidare & fenglilor $i vainelor
aronstice cu hipoclorit de sodiu nu este 1luci vlucidatbeb=a obser=
vet insB cié,in arnms reacyiilor de oxaidure & 1vnolilor cu Gipoclo=
rit se obytin 8i wici cantitayl de trinelometanl §i aiLyi compugd
crganici clorursji, toxiei pentru orgernisnul uman /1lY4e200/ .<'entru
forcmarea trihslometanilor din polifenoli,incomplet cunoscutd,s=a
propus ursdtorul mecanisa /194/ 3
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Procesul implic#,in prim%i etapd,forusrea structurii chinoe
nice urmaté de o substitujie la carbonul din oL 1taga de cele doud
grupdri carbonil,cu formarea unui cardbanion clorurst..arbanionul
format 89 poate stabilize fie prin protonare,foruind o cetond die
clorurati,fie prin clorursre enorgic,ciac se obgine 0 cetond trie
cloraetildtiéi,core 3o poate desconpune foruind cioroforume

Practic,oxidarile cu hipoclorit de sodiu se realizeasd cu
excese maril de hipoclorit,raportul molar minim hipoclorit de sodiu:
coupus aromatic pentru care se resiizeazd o reducere s incarcarii
organice 8 apei reziduale expyrirata ca8 TO({ cu aproxe?o 5,fiind
6:l) /193/.§oloéiren acestor doze mari de agent ce oxidsre duce la
existenys in ape epuruti e unor cantitdti weri de clor 3i nipoclo=
rit,cere trevuic ciizinate ulterior din snd.

Posibilitates Iormirii de trikelowetani in tiampul prosesu-
lul de oxidare,.urificaree incompletit a Ap:lor,coasinmul wsre de
reuctiv de oxidsrv i necesitetes eliminirii sxcesului de clor,gi
de ioni de clorurd i hipoclorit din apd,fac cé procesul de elimie
nsre a ferolilor ;i sminelor aromatico din 8»4 cu hipoclorit de
godiu 84 13e neecounonic.

Jioxidul de clor =2ste un oxident mai puternic decit clarul
31 hipocloritul de andiu,si poete f£i utilizat in epurarea apelor
residuale cu conjinut d¢ fenold 81 amine aronmatice."icxidul de clor
poate perticipa in diferite reacyil de oxiflare,schimbind unul sau
mei mul%i electrond :

10, + le™ .-——_.—_-(.105 (29)

10, + 4HT + 46T == C17 4 K,0 (30)
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Degi ambele reacyii au loc la pH mai miec de 2,numai priwma reacyie
o8t posibild 1a pH = 7,0.4n solugie epoesid,ionii clorit pot 8d

disproporyioneze,formind donii cloret,gi hipoclorit (G107).in fi-
'gura 17 este prezentatd diagrame potenyielelor normale a cuplurie

"lor corespunzitoare diferiteior stiri de oxidare ele clorului/ls3/:

stare e  +7 +5 *3 b 0 -
oxidare | 1,79 1,4C 1,02

Specie - -
chimicd €10, }mo I

| 1,7 1. ]| ,w }L1 1,40

1,79 1,40 1 N
Disgrega luil Latimer,a potengislelor redox pentru diversele stiri
de oxidare ale clorului,ls pi = O

stare de  *7 +5 *3 1 9 -1
oxidare Co bl Je ki PN
|
S, 0010 010, clo ans~ €l., a”
chinici i 75 ]L o,szH 0,62 0,23 IL_.'L._M:_J '
— o( — _=2e8)

Fig.17 « Diagrama lul Latimer,s potengialelor redox pentru diver=
seleo st ril de oxidare ale clorului,la pH = 14

Se observd cd,atit in mediu bazio,cit gi in madiu acid,
107 se dismuté in €103 9i C10” 4 in mediu bazic,Cly g4 U107 nu
pot coexista,foruindu-se (10".

Studiul reacgyiei de oxidere 2 fenolului cu bioxid de clor
indicl,0ca produgd ai rescyiei,benzochinona,ionul clorit C10; i
acidu) h&pocloroa.ﬁecaniemul proyus este t /184/

OH

SRR
‘0.
+ClD
.,rerida
,Q_. + HClO0
H HC10

+

s 10, %1, acg
“ lents
0

QO
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Bioxidul de clor smulge un electron de la ionul de fenoxid,
foruind un radical-fenoxid $i Cl05.In continuare,0 noud moleculd
de Uloa.roaogioneazl cu radicalul format,ducind 18 p=benzochinoni
g1 HOCl.Dacd fenolul este in exces,el poate reacyiona cu acidul
hipocloros,fornind tenoli clorureyi.Dacd insd se lucreasé ou ex-
ces de bioxid de clor,in smestecul de roeacyie vor predomnins pro-
dugii de oxidare /l1J0=192/.

Utilizarea bioxidului de clor pentru oxidarea compupilor
aromatici din spa prezintd insé unsle dezaventaje cum sint : 8)
costuri mari § b) lipsae unor informayil concrete asupra cepacité-
ti1 de oxidare i asupra produgilor organicl secundari care resul=-
tdi y ¢c) efecte toxice ale bioxidului de olor yi ele produgilor a-
norganici de reacyie,ionii de ciorst (610;) g1 clorit (L103),care
produc anenie hemoliticd /183,94/.0in aceste motive,se impune ca
in efluenyii rez.ltagd dupd oxidarea cu bioxid de cior,88 nu exis-
te bioxid de clor gi ciorit residual.

2¢3.1e Qbuinores o3 cepacterizares peroxidezed

inzimele sint biocatalizatori de nsturd protoicl,a caror ace
viune respectd legile gonerale ale cstaligel :

- onzime nu se consumé fn timpul reacyiel gi teoretio poace'
provoca transformarea unui numdr nelimitat de molwocule de substrat .
Bventusls denaturare 2 @nzimei este independentd de actul ocstalitiocs

= onzinma nu nodificd neturs rescyiei,echilibrul ssu bilangul
el tormodinamic,reacyis £iind poeibild g4 in abeenya ed 3

= enzima miregte viteze de reacyie,puntru acest parametru ci-
netic inregistrindu=-s8e valiori de aprox..loli ori msi meri decit ocele
obyinute in absenje catalisstorulud.

oasimele de tipul eroxidezelor fac parte din class oxidore=
ductazelor s+ (donor : Hy0, = 0xidoreductaesieCelellele?) gi catae
liveass reacyiile de oxidare a diferiyilor compugi organici §4 snor-
ganici,drept sgenyi de oxidare scyionind ape oxis;enatd sau peroxisis

peroxidasi
Donor + “202 —» Jonor oxidat + nao

Ca donori pot fi compugi orgenici ca i fenoli,auine aromatioe primare
secundare gi teryiare,leucoderiva;i sk celorangilor organici,hetero~
oiclii (@cid escorbic,indol),ssu ioni snorgenici (fn particulsr ionul
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iodursd).

Poroxidasele sint fosrte raspindite in plante (hrean,gulidl,
sola,rogii,ocartofi,alge etce),in gesuturile animale gi in fiuddele
din corpul vertebratulor (adrensliin#,singe,salivé,intestine,ficat,
rinichi,pancreas etcs.),in microorganisme $i in diferite specii de
fungzii (eurospors .rassa,Sclerotinia,Veticillium,Aspergillus),si
bacterii (i scherichis coli,Staphylococcus aureus)/242/.

Surga ocvaz mai importanté de obyinere & perouxidszei @ repree-
2inta hrsanul.raroxidass din hrean se obyine prin macersrea ridée
cinilor de hrean,urmata de extracyia cu apa sub agitere,timp de
citeva minute gi filtrsre pe material textil /2u42/.riltratul ooyi=

.nut conyine ¢nzime care 8o separd gi se purificd prin diferite me=

tode 1 precipitsre cu sulfat de smoniu gi redizolvsrea precipitae

“tulud in apd,dializij,edsorbygie pe slumind urnacd de elusre cu can-

titagd mioci de sulfat de amoniu,cromatografie pe o0 raginad schime

‘bétoare de ioni cu grupe Hso: sau pe carboximetilcelulozég,elcctro=
‘foresé,creamatogrefie de afinitate pe conconavalin 4 - sephsrose si/

sau gelfiltrere pe sephsdex /205,200,208,2104244,250/ ¢

Prima peroxidagé cristaling purd a fost obyinuta de iheorell
(1941) printr-un procedeu laborios cu cuprinde cinci faze de puri-
ficare /224/ s precipitare cu sulfat de amoniu,disiizé,precipita=-
re fracgyionatd cu alcoolyelectroforezd,ssl precipitarea irscyionuta
finsld cu sulfat de amoaniu.

#etodele moderne realizeagl purificares peroxidazei prin
combinarea cromatografiel de afinitate cu filtrarea pe gel.

S=-8u obginut in atare cristelind urwitosrele vnzime s a)

‘peroxidaze din hrean cu isoenzimele ei : percxidaza ncutrd ¢ gi

880 isoenzime baxice /224,240/y b) verdoperoxideza (misloperoxie

‘dazs) din leucocite j; ¢) lactoperoxidssa din lapte gi d) citooroa=
Yc-peroxidaza din drojdie.

' Preparatele enzimatice obyinute,fie¢ sub formd de sxtracte

;bruce 8au purificate,iie sub forma de pulbere cristalini,se carace
terizeazld prin determinarea puritayid,e sctivituyil catelitice gi

& conginutului de proteine.

Puritatea preparatelor se determinid prin cslculul ocifrei
de puritate ki = u“ojlhabo.ca:e represzintd reportul dintre concen-
tragis nemului (exprimetd prin vsloarea extincyiei le A = 403 nm,
bends soret caracteristiocd feroporfirinelor) i conginutul in proe
teine (exprimat prin extincyia la A = 260 nmymsxizul de absorbyie
al proteinelor).Un preparat enzimatic pur se caracterizeszd prin
valori sle lui RZ de aproX.3yde )
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Activitatea cetalitichE a peroxidazelor se determind prin
estimarea cantitativd a produsului de reacyie format in urme ace
viunag enzimei asupra unui compus organie,in prezenya apei oxi-
genate,in condiyiil bine definite de pii,tempsraturd,timp de re-
acyie si concentrstyia resctanyilor..a substrate sle reacyiei se
pot utiliza diferiyi fenoli i amine aromatice ca : pirogalol,
gusiacol, indofenol,mesidinki,benzidind, o0~ 94 p=fenilendisminl,
acid ascorbic,o-toluidins,verde de leucomalachit etc.,care re=
acyioneszd cu sistemul apl oxigenstd = peroxidasd formind com=~
pugi ce absorb in domeniul ultraviolet ssu visibil /208,242/.

Fiind -printre primele enzime izolate gi caracterizagi
peroxidaza din hrean a fost mult studiatdé in scopul elucidarii
structurii,proprietdgilor gi wecanismului de scyiune al enzimel,
precum gi pentru caracterigarea produgilor de reacgyie.

Au fost izolate gi carecterizate prin metode crometogra-
fice gi aelectroforetice,proprietiiyile speotrale,secvenyd de ami-
noscizi g1 compogiyia in carbohidragi,a gapte isoensime ale pe=
roxidagei,izoenzima neutrdi C gi gase izoenzime bazice E1 - Es
/20442154222,2244¢227 42444258/ . 1n tBbOLUL 1 8int prezentate proe
priotipile fizice ale izoenzimelor peroxidazei,iar in tabelul 2,
compoziyie lor chimicd /227,246/.

labelul 1 = rropri:tagile fizico=-chimice ale izoenzimelor
peroxidazey

igoen- RZ Coeficient molar pPel Greutate wolesulard (D)
ziza de extincules € (R0

tnzimd Kest Keat
ko3 mm 2to um proteis carboe
hidrast
2% 2,97 29,7 32,7 10,60 3bBoo 32843 5002
13 3902 111,53 36,9 >12 33900 32314 33
E, 3,16 11l,2 3542 >12 33700 3utoh 323
K5 3,00 115,9 38,6 > 12 37300 3okt 1613
kg 3015 9142 2940 >12 33900 32701 M5
c 3,41 102,8 30,1 8,6 41600 33890  bOM6

Azoenzims neutrd C e peroxidazei,care se gcdsugte in concene
troyle cea mal wsre in rdddcinile de hresn,este o0 pulbere crigte=
1ind& brund,cu urnitoares composigie 47,0 % Cy 7435 % Hy 13,2 % N,
0943 » 5y 09127 % le..8te constituitd dintreo proteind incolord
(apoenzime),formasé din 308 eminosciui gi opt lenyuri leterale
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de carvonidragi ce sint legate de proteind prin intermediul 4g8e
paraginei),combinata cu v feroporfirind (/1l,3,5,8 = tetrametile
2y4=41ivinil-o,7=dipropionat-porfinsto/ie ili),ce constituie grue
parea prostetic8 neaicl /214,242/.

Tabelul 2 = Compoziyis chimicd a izoenzimelor peroxidszel
(nuzir de resturi/wmol)

Peroxidazé
Ll L2 53 E“ 85 56 C
Lisind 047 743 546 992 743 742 6
histidina 299 299 41 4,0 5l 590 3
Argining 2Ly 21,2 24,0 24,5 25,7 22,7 2

Acid 88partic 44,7 43,8  3ce0 37,5 44,4 41,5 48
Acid Glutsmic 21,6 21,7 2047 20,9 16,2 16,9 20

Gliciné 16,6 17,4 30,6 30,4 20,4 23,0 17
Alaning 23,6 23,8 23,0 22,7 25,6 32,1 23
Valand 1991 19,1 28,1 28,2 <0y0 190 17
Leucind 3041 2943 by b 2443 Ay 0 21,5 35
isoleucinid 15,2 12,6 15,4 15,0 L4y 2 15,7 13
Froiind 17,5 47,5 14,8 14,4 1992 1l,4 17
Serind 23,2 2092 22,8 22,8 25,4 29,2 25
Treoning 25,1 23,84 23,2 23,9 23,0 2749 25
Cristini 8,4 8,4 Byl 749 7,8 8,1 )
decionind 2,5 3sd 441 5,8 507 4,7 4
renilalanini 10,8 16,6 12,9 13,2 2049 14,3 20
Tizopinﬂ I 549 2,1 2,1 993 4,1 5
Triptofan 0,8 1,9 1,1 1,2 1,1 1,8 1
Total 23748 295,7 303,2 303,0 317,9 304,1 308
Glucosamind = 5,4 7,1 0,8 0,7 1,8 1,0 7
vt 2507 26,9 0,8 0,8 7,3 2,7 43

Adipis unui ion feric 18 protoporfirine iX disiocuie 2i*
de la atomii de azot din cicliul pirolic gi estfel ssrcina ionului
foric este efectiv rudusd de 1le +3 1la +le.donul feric din grupar-a
prosteticad are yase coordinsnge,dintre care patru sint ocupate de
cei patru atomi de azot pirolici din porfiriné.’ozigia 5 de coor=-
dinare (latura proximé) este ocupatd de o yrupa imidezol,dintr-un
rest de bhistidini,iar poeiyie 6 de coordinsre (latura distsld) poae-
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te f£i ocupat. de apd (ca Iin wioglobindé),sau goate £i liberd (co
in cagul peroxidszelor).In ambele cazuri,ssrcine toteld in ve=
cindtatea ionului ie(iil) =ste +l /240,223,224/

Feroxidezia
]
tematin i ; ~ %)
rrotohematin iX hpoenzima (glucoprotein
|
195’ rrotoporfirin IX

CH2 CHe

oM CHy &n CHy
CHy - CH=CHg CHy CH=CHy

VRt roH?t

CHa CHa C)“) CHy

CHy CH2 CHo {

c'f\z CHe CHe CH

[ C
Jc‘o’ o ol’qo' o o

iielt8 = rrotoporfirins 1X+k95f———+ veriprotoporfirina Xe2n*

veoarece numai patru liganzi sint identici,gi poziyis 6
de coordlnare este vacantd,ionu) ferioc nu esre o inconjurare oc=
taedricd,ci une piramidald patrati.

Jiclul porfirinic este uromatic $i puvernic hidrofob.3ub=-
stituenyii din pozigiile 2 g4 4 ale ciclului porfirinic nu afoo=
teagd activitaiea catoliticé a peroxidazei,in schimb grupdrile
carboxil libere din pozigiile G gi 7 sint esenyisle.iesturile pro=
pionacide sle hemului 1n peroxidazd sint di:tribuite la o distangad
de Joo X de atomul de fier gi prin vle heuul se {ixeazd la apoen=
28128 (£ige19).in cazul esterificirii uneis din sceste leguturi,
sctivitates cataliticd @ peroxiuszei scade de Y ord ; esterifi-
caroa ambelor grupari propionacide suade sensibil puterea de lee
yere & hemului gi reduce sprospe complet activitatea catalitiocd
8 ensimei.

irocobomat;na X poute fi ugor yi reversibil detayata de
proteina sub acyiunes acidului clorhidric g4 acetonei,la 0% "} §

la un pHf < 2y5eiicogtl constituenyd pot fi recombinayi pentru a
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reconsgtitul enzica,fdra a avee loc pierderi de sctaivitate.in ae
cest wod s8¢ pot obyine peroxidaze sintvtice cu o0 activitate sie
milar: enzinsi nutive,

Faproxicaza este cunoscubd in cinci stari de oxidare : Doe
roasagsfericdycoupusal locompusul il 31 cozpgusdl Lfile'nzima nativa
in atarea haa* vBLe redusd la zeaf cu ditionit de sodiu,uoroinide=
rurd de potasaiu sau prin reducere cataliticd cu paladiu seu pla=
tind. compusul 1 ¢ste produsul de reacgie al apel oxigenate cu
ensice navavi,conpusul Li se obgine prin reduceree compusului i,
Printr=0 rescyie in cure
s8e schiumbia un slectron, ior
comnpusul Iil se obyine cin
coump.usul L1 cu exces de
apd oxigenutd,sau din fe-
roperoxideszd cu oxXigen mo-
lecular /215,214%=222,.:29,
2309230y U0y 212 g 4G9 2L 3,
2589 272=275/ «

reroxidaza,in stare nore
mald 4 reacyioncazé in rae
port schimolar cu apd Qe
xigenatd, intr=o rescyie
cu 0 cineticéa ae ordanul
2¢foraind cozpusul 1 @
(A gax = 026 umy40? ma)

¥1gel9 = Fixerea hemului de apoen=- 3s ky
zial,in poroxidagid 1a +x1202 —_— Coapus I+H30

P
ky

unde k, sre o valoore de aprox.9xlo® - 2.10/ ite"l,1a 20% 1 k,
este mei mics de 3 v gec™},valorile constontei k) depind de na=-
tura agentulul Ge oxidare utilizate.istfel,pantru H 0,.k, = 2
+ 0.2).106 L sec'l.pentzu e 0K, k) = 1.5.106 =t eec"i s lar
pentru ' t,0H,k) = 3,6.20° ¥t sec™l /23¢/,

Compusul 1 pouate £i rodus in prezenys unul donor Ge hie-
drogen 1a compusul Ii,( A gax = 9619530 i 414 mm),conform ree
acgplel : k7

-oapus 1 + 1 e {(saud") —L , .ompus II

care,in prezenya unui donor de hidrogen,poate fi redus,regenerind
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feriperoxidaza iniglald @

k
ompus 14 + 1 @ (sau H')-—ﬁt——.kog*

in general,valorile oonscngtoi k“ 8int cuprinse intre 1o si
105 ul neo'l.iaz k7 este aprox.loe Kk, «S6 observd cd reacyis lentd,
determinatd de vitezd,este reducerea compusulul il,9i prin urmare
compusul Li sre rol de complex Xichaelise.ienten /215,242/.

Compusul Il formeazliycu exces de apd oxjigensti,compusul ill
(absorbyii maxime la A = H83 mm,545 am gi 417 aa).

Pe baga acestor dste se poate propune urmiatorul cicliu de age
viune enzimaticd & peroxidaczel 3

—» Peroxidazs (HARP)

v
Compus 1
vonar «——————— le——— Lonor de hidrogen
oxidat
sransfer transfer de 16"
da le”
bonor d6 ————» I  »~ l.onor oxidat
hidrogen :
v
Compus I
exoes de Haoa

v
Compus Iil

Fige20 = Ciclul de ncyiune enjimetica al peroxidazei

In figure 2) eint presentate structurile peroxidasei 8l ale
compujilor el determinate din spectrele de raze X yi datele de sus-
ceptibilitate magneticd /215/ 1
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0 0 0

/N . zaal/N q , 1644 N N 1,934 N
.&'F‘*

/ yoheFer / oh-Fet /
49!41 N/Nl.éBAN N/ l z,loAN
N
Lo L L

Peroxidazy nativd Compus I vompus il
spin inslt 8pin intermedier 8pin scazut
0
o 0
1,724 | 2.384
N— N N—T—N

{

/‘&.F e
1924 Ni 4,904
Ly Lo

uompu§~LLI- Peroxiduza redusg
spin intermediar spin intermodiar

bige2) = Structurs peroxidezei gi a compugilor el intermodiari

Se observd cé in toyl compugil interonedisri i peroxidae
Zzei,cu excepyis coupusului LI,caracterizat printr-o valoare micad
& spinului,distanga keaNg (bistidina proximuld) = 1,32 & 0,02 2.
fapt care,corelat cu formares unui ion feril,joacé un rol impor-
tant in elucidares mecaniswnulud acyiunii peroxidezel.informagii-
le structursele prezentate in fig.2l permit o analizd detalilatd
8 stadiilor formdrii intermediarulul feril i & wecanisuului de
reacyie.sstfel,in peroxid-osza nativa hidretatd,distanya intre io-
nul do re(iil) gi stomii de azot ai pirdlilor porfirinioci le=N
e8te mare,indicind astfel o delocalizare a densitijil de elec-
troni II a1 hemului de la atomul de Fe..n compusul i,denaitetea
de electroni in Jurul atomuwlul de fier este ecdzutd;distanga
lo=Ng (ssotul iwidazolului din histidini) este neschimbati,cee
ke-Np eate puyin micyarstd,in schiab distenys re-0 este mult mai
scézutd,indicind ascfel o reorgauizare @ sarcinii sisteaulud de
elvctroni * &i hemului i un orbitel axisl.snccustd distanyéd micé
o= = 1,64 este caracteristicd pentru modele avind o dublid le=-
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giturli,care se formeasd prin cedares unui electron de le fier,in-
soyith de o reeranjare a sistemuwlui de eiectroni T ai hemului.

Reducerea compusului I la compusul 1I,prin scceptares unuid
eluctron,nu modificd sarcina la atomul de fier,in schimb determind
scurtares legdturli Fe=N_.0’s 0 consecinyl,in compusul il,distangele
intre atomul de fier $i liganzi,inclusiv distangs Fe-N,, sint mai
nari,densitates de elcctroni ¥ ai hemului este mai localizstd in
Jurul fierului,isr densitatea de eleotroni din orbitsliul axial ea-
te delocslizatd de lu fier.Distanya r¥e-0 este compsrabild cu cea
din structurile in care lugaturas este simplé,iar sarcina suplimen~
tara oste localizatd la oxigen.

Prin recucersa compusului Ll cu un eleotron,ssrcina atomu-
lui de fier gi densitates de electroni 7 & hemului revin le stares
noruwald,gi se formeazd enzims nativd hidratatd fe”(}iao).

fornind de ls atructura de ion feril,propusd de George /219/
pentru compusul li,structura de raciosl = ¥ « cation pentru compusul
1 /225,252/ 31 ocunoscind prezenga unor grupéari ionizsbvile ale hemu=
lui in peroxidaze nativi,compusud I gi compusul 1i,'agaski gi
Yamazaky /248/ propun urmitosrele relatil intre diferitele stiéri de
oxidare ale psroxidazeil gl demonstreazd ionizeres unor resturi aci-
de gi bazice aflate in vucinatates hemului (fig.22).

e (2]
reri 4—————4— ompus Al(reril) \ » Compus i .
reroxidagd
—n " —8° — —8° —B.
° o0 o e® o Hioe i op

L R L == -l - = )

—Fe(m)- ~-Felw)— ~Fe(w)- - *O'c (w)- B %(l') =
___.BH‘ ' L .8 o -——p L——B |

t
? (Pk’ae MlO) 1/ ( pka ’:8»5) ?H (PKa > 5:‘/)
H
W M g® [ e oH F—"Bxu\ B\“u° M
e e -— ) \g/ 09 0’

L Lp' = - - 59 % = [ Be

Felw)- Fel)- olw- - e (- L -
L8 — . —B L8 ——38 L

+

I/H‘(Pza.,m) }’H (pkas$5)

— " — B B
'”\o/” H\°9 . \”3’"
RH i T Fen

i ~Fe(n)— ~Fe(W)- ~Fe(w)~
LB B B

¥7ige22 ~ Schems ionizérii hemului in

coapus

Iil'orxperoxidau. compus 1 g4
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Ge obaswrvd ciiypontru fiecaro forwéd 3 coapusulul i gl coa-
pusulul Il existd doud specii in echilibrue.s treia grupare basicd
care stabilizeaad cutionulersdical porfirinic /252/ poate £4 o
grupare carboxil & unui rest de sminouscidysau chior carboxilul
propion @cid din porfirini.

Jres9ngu ucestor yrupdri bazice gi scide in vecinatates
fierulul din Lem ceto esenyislé pentru msuifestares aotivitapii
catualitice & perouvxiuusel /=20925924275/

rorusred cowpusulud 4 prin reacyis dincre peroxidaza gi
apl oxirenstd in cantitdyl echimolore,prusupuce sxisveny? in cen-
trul activ sl enzimel a unod grupe cu pkas < 3 csre a fost iden=
tificetd ce f£iind Asp 43,91 8 unei ;rupe capabild sd ionizeze 1ls
pH = 11 gi 88 cooraincze pozigio a=o=-a 3 jonulud leric,care se
presupun: 8 Il sAryg Svei=-8 dewonastrst cd ls valori de pit cuprinse
intre 3 gi ll,compusdl L se formessd cu O Viteza constanti,ce
2x10”u™3:™2 240/ wivcanieaul yropus pentru formarea compusalui a4
din pueroxiduszé estu uradtorul :

Agp 43 Arg 36
i 0

9{52(11\)
$A presupune urcitosrele e¢tBpe : 8) atscul nucledfil ol 8c¢i OXie
genate ls Fo(L1il) fnscyit de transferul protonului oL 18 A8p 43 ;
b) transfsrul protonului o prin rotugie gruparii corboxil din
A8D 43,18 oxigenul (4 § c¢) wviiuineres spei dun /3 $1 d) traansferul
unui eluvctron de la inelul poridrinic le ie(V).Le preasupune c4
restul :irg 3t stsvilizesszd ssrcians la oxigenul A 1in timpul forma=-
P11 g4 eiiminuarii spei,si cd sre loc yi un transter sl <« H* la
~8p 43491 8l Arg 36 HY la p O /2uo/.

2e5e2e Linetica oca u 28 @1 ce _oxjasre
8 _fepolilgr 31 smineior arowatjce cu spf
2 a

Posibilitatos oxiddril fenolilor i sminesor aromatice cu
ayd oxisenaté yi peroxidasd evgte cunoscuté incu din aaul 1Yoo,cinc
acsete Pescyii ersu uatilizate peatru depisteres puroxiduzclor in
diferite sistome.. eternuinarea gi ciracterizsres prodagilor de r:ucCe
gpieopraocum 91 cinetice yi mecaniswul reacyiilor au constisuit o-
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bicctul cercetarilor elfdctusie dupd snul 140,
Huscyiile de oxiawre & coupugilor sromaticli cu apé oxigens-
td gi peroxidazh decurg uupd wmatosres scliemd generald /220/ 1
4
Peroxidozd + H. 0 -3 Cozmpus 1

K-
{owpus 4 + Aﬂa - . oupus Ll + Alie

)

0LHAS 4l + ﬁz — 7 _ ».troxidazéa + Ak’
208" — i 4 ﬁHz (s8u AH = All)

unde compusul 4 i 4l sint intermedisrii onzimetici,ier Aﬁz oste
COE.USuUl org&nic cu rol Ge aonor de hiaroxen..e presupune cd,in
timpul reacyiei cu intermeaisrii peroxidszei (coampusal I $i coam=
puBul 4i),compusii aroustici s8e luagd la psrtes hnidroiobd & onzie
ued,in vecindtates pociyiel distele & gruparii proatetice /232/.
uin structura haperfind & spectrelor EbSid,s=u stsbilit cé raedicalil
or<onici obyinugl prin oxidsres enzimatica & daferigilor compugi
aronsticl 80 aris iliveri in solupie /2u02,c0)/ ..ceyti redicaii sint
fosrte rusctiviyegi in urms rescgiilor carc 8u loc se poste obyine
O ausre varietate de produyl de reacgie.in tavelul 3 sint prezen=
tayd produgil de reacyle pentru o serie deé coampugd sromstici oxie
ds i do siateomul &spd OXi ensts = peroxidaga /oilgecidliyebl/

iebesul ? = :rodugii rescyiel de oxiderc enzimsticd & unor fenold
91 swine urouetice

substrat rodugl
t 2n0d, q_b
O ST -
Psp'=bitenol 0y0'=bifonul
p=cif enochinond o:4<j>;=<::>t=o
~e8itold B - m
OH HO CHi0H HO —CHO
W
CH) ¢ 3 ) Hy Hy
4mlAUrOXi=5y S=Cinetile 4=hildroXie’ySeuimectile
Lencil=tlcool benzalavcaidd
CHy

y
cgwCinctilebenz o=
cainond
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Substrat

Produgi

L idroochinon4

o

pP=~benzochinond

o=<::>=o

Ps=cresol
OH

Hy

292 =diniaroxi=5,5'=dinetildifendl
PH OH

ONe®)

Ha Ha
trihidroxitrimetil terfeanil
H

H3 H5 Hg
cetona lui Pummerer

Jesos

CHy

|

296=dimetilfenol

OH

30593y 5'=totrametilaifeno=4,4'«chinoni

Hy Hy
0 (o)

CHy Cty

Guajacol

OH

o

cel'=dinidroxi=>3,3'=dinetoxidifenil

i n OH

593'=dinetoxidifeno=i,4'=chinond

CHO, OCHy
oL Yo

2y6=iimeto=
: xifenol
H

e

2999 3"y 5'=tetrametoxsdifeno—i,4'~cliinond
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Substrat Produgd
Pirogalol {urpurogalin
H -
Ho OH
Vanilind vahicrodivaniling
H H H
OCH, CH)O 0(”3
HO HO HO
Tirosiné Jitirosina
H PH
NH, NHy
H‘-EH -COOH HooC- HC—#,C -éu~c00H
inaol 2'=bia( b-maoln)-jﬁndoxil
g
N
H
5niling 2y b-dunumo-s-(‘benzoohmon-midanu
~GHs
NH,

O

NHGHy

G
pseudomauveing "

G

induling s

e SO

negru ae annlnﬁ
_ﬁ furs
ERGS opunvar
nitrozobenzen

¢ Hn=o

BUPT



Substrat

Produsi

Fetoluidinid

NHy

CH»

4=imino=2,Y=tolucnchinon bis-p-tolilimind

£l
O
O
NH2,

Yep=toluidino=2,5=toluchinon=nig-p=tolilinine

KS;N@%

4oti'=dimetildifenilaning

4y4'=dimetilazobenzen

v OO

4=8mino=2,5=toluchinon=2=p=tolilining

f .
giiir;n¢4C:>-cw
D P
NH2
4=pe=toluidino=2, 5=toluchinon=2ep=tolilinini
H>
O
7
Hr<:>—uh

0

(p=indieidind
NHy

OCH,

detanol, CH;OH
4y4'~dimetoxiazobenzen
a9- Qs

2-amino-5-p—an1Bidinoqggfgc&%non-d1-p-netoxianil
- = 3

05o—<:j>—ﬂn” i

tetra-p-aetoxiazofenini

N—{ >—Ouh
' NH—©>—OCH3

0o

NHy.

o~
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substrat Produgi
F-clorenilini ion de clorurd, €17
NH, Le4'=eLuiclorssobenzen
g Wi
Cemt WiNO=5=p=cloronnilinovsnzochinon=
ce di-p=cloroanil y
NH,
e -—< :)— HH
; O«
tetra-p=cloroazoienini
O
NH-'@-CL
e
FOr«
2,6=dimetile 2y,0=dimetil=benzochinon-4=(2',6'=dinetil)=enil
aniling
NHy CHy CHy
e Ha <::éj_n=ﬂ<::§g=o
th CH3
Colb=dinetil=- 22 4,4 ~tatrametil szobenzen
anilini
O v Qo
CHy
vesidina foruwaldehida CH.0, £moniac NH
NH 4,o-diaetilbenzoch;non-#—(z'.4',b'-trimetil)-anil
the CHy Z ‘% ‘
Hy
O~-i enilen= a,ﬁ-diaminorenaainl
diasaind
"“L S B
@nnp A NHe
NoN=dimetil rormaldehids, CH,0
anilind

O

Noigii? yN'=totramotilbonzidind

e Ve S




¢ baza xzecanisuulul senzrzl Ge acyiane al neroxiduzel,gi
a faptilul cd viteza de rescyie est9 limiteta de reducarcs coulpue
sulul 11 In prezeny? donoruial de nidrogen srometic,se oLyine pene
tru vitezs de revcyie ¢ exprasie de forwa /237/

B 1 k, + k.
= ’—i——i-
v d‘l ﬂaoa 2k.. k3

unde L, ﬂaoa $i Lﬁa reprezinté conceuntrayiile ensgiwvei,» apei
oxapenste gl @ substratului organic in mediul de rogoyjie,disr v
eate viteca 1niyi~l: de ruvscgice
.onstants ¢o viteza k, are o valoure de aprox.2xio’i~tst,
in timg ce valuiile constentelor k2 g kj dopind de ncturs compus
sului sromatic atilizat ce dorer de hicropene..stiely,in cazul in
Care 86 ubilizeasd o:i conor da@ hidrogen acic p=umninod-nzoic,
= 5x10 U™ sa 1.iar k3 = 2x107utgec™t /ete/peatru acidul
bonzuzdroxamic B¢ ooy ine k5 = 7,cxlobm'lsac'l 1257/ «
studiing couparstiv cin:zpics stagicnsri de oxidare engima=
Giod a unei serii de amine aromstice gi feanol,ls concentrayii con=
stante de spé oxigenath gi peroxidezd,s-su obgiaout vsiorile parae
wetr.lor cinetici : viteza moxim3d de reacyie Vmax.constancu ~ichoe=
¢lis X yi constants ceteliticd Loog (taociul 4) /2lo=civycid/
precum gi unele indicagil refceritosre 1a ciainitatea enziuei pentru
subatralely susizatbice oxiGuafoendn vaiorile constantalor .icnsieiis,
50 QLServd C& vnziws are alinib.be zexiund pentra tetrauactilbenzie
daind,o=dianiridana yi Lenzidina.

Labelul & = Valorile paraneirilor cinetici peuiru unii compuszi

arouatici

substrat vmax‘1;7 kcat'l°-5 Ku.lo4

eg™t s~ i
Ren.idind 40,5 5,35 2,32
o=uianisiding 1,49 1,24 0943
letrametilbenziding 5900 Gy 50 1,09
4cid amino salicilic 14,3 1,19 15,40
icid me=sminobensoic 50,0 0, 0041 354 50
o=l enilenuisminid 47,6 3497 D926
a=l enilendiszind 2540 0y 20b <2920
p=Fenilendiasanind 14,3 11,9 5e70
lonol - - 2900
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Pe baza schemei generale a procesului de oxidare onzizsticld
8 compugilor sromataci i & studiilor cin¢tice efactuste,se propu-
ne pentru ciciul de ascyiune al peroxidszei un cecanisu 1 o cinee
cxcé de tap piig-pongy,in care parvicipa o moleculd agent oxidant
gd doud wolecule Ue ugent readcator /2o4%o/ ¢
5302 H,0 AH? AH® AHE AR®
AN / AN / \ /

TP (,-P.‘..'?o..) CI (CI..AH.) CII (czI..AHz) i

‘

2e3e3. ipursrea arelor rezjdusle cy fenoll i amine
aromagtice ¢u &pd oxjgenatd gi peroxiduzg

studiind rescyiile de oxidare a fenolilor 3$i aminelor aro-
matice cu apd oxigz=natd gi peroxidesd,i..libanov 3i colaboratorit
/284=26,295/ ,8u observat ci pentru o serie de compusi se obyin
produgd de reacyie insolubili in apd,ugor sepsrabilil.iccasti come=
parsre se exylicd prin faptul cidyin cursul rescyiei awuinelor aro=
watice $i fenolilor cu sistsuul spl-oxigenati-poroxidaszd,sint gee
acrayl radicald liberi ciore difuszeasd de le centrul activ &l en-
ziuei in solugie,unde polimerizeazd,formind compugi polisromatici
caraeyspre deosebire de compujii inigieli,sint pra:tic insolubild
in apliygd pot fi indepartayi prin sedimentere sau centrifugare.

Aceste observayll experimentele su fost splicate pentru
epurares unor ape rezidusle cu oconyinut de fenoli gi smine aro- ‘
metice provenite din diforite ramuri industriasle : petrochimicd,
cocsoocniuicl,ustelurg;ica etceisufel,prin tratares unci ape rezie
dusle proveudte av Ll gazedlicerea carbunilor,ce conyine fenol,
swoning,cloruriycianuri gi tiocisnat,cu peroxidazi yi spd oxige=
naté,se obyine un runaasment de eliuiusre al renolului dan apd de
9? - 98 » /2ﬁ5/o
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CONTRABITLL La boTwARWA UNOQ ARL R ADUALY
¢ fER OXiv 4TA SI P ROX1uhoh

le tbudii_yi _cercetiri cu pravire is_eijujpurea
enzjmuticid 8 tenolilor din apwis recidusle

lele Obyinerge,purificeres gi caracterizarga_peroxidezel

roroxidass esto O enziuwi cu lergé rus.incare in roguul vee

getal,tiind izolusvu din wajoratatea pluntelor gi fructelor /c4e/.

Sursele cele wai bozate in peroxideza 8int Lreanul,guliille gi toe=

‘mutele.ln cercetiwile efuctuate in ladbor tor s-au utiliaat ca sure

‘g8 de peroxidase hreanul,planbé cu raspindire mare,s caruil cultie

vare nu este pretenyiossi,3gl este accesibila in orice sezon,si
guliile.reroxidazs sea obyinut ain hrean ssu ;;ulil orin extracyie
cu apd.rentru accasts,réadoinile de hrevan,respectiv guliile,fin
mirungite,se sgitd la rece cu spé.-xtractul se sepurd de Ifibre
lemnosad prin filtrarv gi ceantrifugure,duyad cure se snalizeazd
pentru a detormina concentrsyid proteinelor in solujle,zi 8Ccoivie
tatca onzimsticherentru @ caracterisa ceavitativ procesul Ge 9xe=
tracgie gi pentru & compara rezultatele obyinute in aif:srite exe
serimente, s8-8 introdus noyiunea de "cficdicngs axtrec;isl",defiuité
c& gl cantitatea de enzimB,exprimatd ce activitete totolég,obyinutd
dintr-un grem de wmaterie pramé /2y6/.1ln oxperiwentele viectuste,
8=-3 urudrit infiuenge timpuluil de contact asupra eficicuyal cxtrece
tiei. Rezultatele obyirute 3int pr:.entate in tiovlal le

Uin datelv precentate,se observd cd dursata cxtracyiasi in-

,fluenyeazd mult eticienga acesteim.istfel,la un tiup de coatact
'de 1,5 ore,din nreun se extrag 0,75 U/g mstorie primd,iar dupad

Z4 ore de extrac;ié,erieienga procesului crcj3te la 8,1 J/Ze
rotodatd,rszultd ci o singuwra extracyie nu oste suficien=
td pentru izolarea intregil centituyi Ge peroxidas¥ din radicind.
Astiel,in experimentul 2,dupd primas extrscyie da 24 de ore,se 8sce
paré 3956 U,iar dupu a doua extracpie,cu o duratd de 144 de ora,
se mai obyin 2700 U,obyinindu=ge in total o656 U de peroxidazi.
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Lficienga extracyiei cregte,prin ruunirea axtractelor,de la 6,1 U/g
la 13,5 U/geie observa de ascuwncd cd hreanul este o sursa mai bo-

getd in puroxiusza decit suliile.iintreun zrem ae naterie prim& ob=
ydnindu-se,in conuiyii iaentice,pentru hrean 13,85 J de peroxidazd,
der pencru gulii,numsi De9> Ue

l8belul 1 - Cbpinurea peroxiuszei prin extricyle cu spa din
hrean 34 gulid

NPe hiaGorie primid Vole.opd Timp '.0nGe Accivitx)ictivic.‘rzcton-

SXpP "antitete extrucgie h prote- specifi- totald (e exe
g wl ine cé - tracyied
ng/ml U/ ug u u/8
le lirean 175 300 1,5 1,528 04220 133,4 0,75

2+ Treen 480 a)960 24,0 2,649 1,296 3Y56,0 8,32
b)looe 1l44,0 1,362 1,982 2700,0 95453

Totel extracyie a + b : 505640 + 13985
%, Erean 470 940 14,0 2,476 1,920 4466,7 9,50
4, culid 250 500 1,5 1,776 0,158 1l40,0 0,695

S5 Gulii 250 c) 500 24,0 2,148 1,09 9Y36,4 - 3,72
d)500 l44,0 1,125 14216 S47,2 - 2,18
Total extractie ¢ + 4 : 1483,6 5,93

X) o unitete ¢nzinasticd este definitd con 3i centatztos de purpuroe-
galirh exyrimatd in ng.,formatéd intr-o0 secundd,prin ccyianca unul
0ilisram de peroxicasd asupra pirogelolului,in precenga spei oxigew
nate.

Ixtructele enzimatice brute cu coayinut de p-roxidazd su
fost purificste prin precipitsre fracpionutd cu sultet de amoniu
g1 gel=cromatografie.

iurificcrea solugiilor brute de peroxidezd prin orecipitare
fracyionatd cu sulist de snoniu se reeliceezd prin acsugzrea,sud
agitare gi la rucu,ce poryiuni mici de suliat de amoniuyatingine
du-se diferite grade de saturayie ale soluyielsln tinpul precipie
tarii,pll=ul goluyici 80 menyine in jurul valorii inigisle,cu o
golujie diluaté Ge hiuroxid cu aodiu.»a'urmere 8 crej;terii concen=
trugied sérurilor Jm solugie,yroteinele se sepsrd prin precipitare.
buspensille odbjinute se centrifugheazd,iar precipitatele gi super-
natantele icolate se caracteriicezd prin determinarea concentragied
fn proteine ;i 8 activitiyii snzimstice.iezultatele Precipitirai
fruoyionsté cu sulfst de amoniu sint prezentate in tabelul 2.
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Tabelul 2 =« Precipitarea cu sulfst de amoniu

P2 JoYiT) Coucuntrayie rroteine sctivitate sctivitate
rroteine totale specificd totald
ag/ml ng J/ g U
Lxtrsct iniyial 2,649 688,74 1,296 889,0
Precipitare 2o ;i sstursyie (1!‘!4)21}0,i
Precipitat 09165 15,60 0 0
vupernastant 0,805 $05.10 1,274 844 g0
Precipitare 50 ‘= saturayie (Nna)aso“
rrecipitat 2288 ll4,40 1,456 166,6
Supernatant 0,914 228,50 "3.430 o54,8
rrecipitere 70 7 saturagie (HH“)gsoq
Yrecipitet 1,292 73,04 1,904 123,0
Supernatant - - 2,760%)  634,8
Precipitere Yo » saturagie (NH“)gSO&
Frecipitat 1,035 51,56 34220 178,0
Supernatant . - - o,240x) 72,0
Precipitare 30-Y0 /% satursyie (SH“)1JO“
Precipitat 2,802 141,6 44200 584,0
Supernatant - - 0y226%) 68,4

x) sotivitates mpecificd & enzimei este ex: ricatd in U/ml solugie,
deosrace concentrsayiile mari de ioni de amoniu din solugyle deran-
Juazd determinarea proteinelor prin metods Lowry

Se observd ciA precipitatul separat le %0 % saturayie sule
fat de umoniu nu prezintd sctivitate peroxidazicH,toetd enzims ree
g8sindu~se in supernstant..nzime este distribuité in precipitatele
91 supernatantele separate la procipitdrile cu 50 A,respectiv 70 3
saturagyie sulfat de smoniu,yi in preocipitetul obyinut cu 90 % sa=
turayie sulfat de amoniueSupcrnatantul separat cu 90 % saturagie
aulfat do smoniu conyine o centitate micd Ge envimd (72 U)yocu o
activitate specificié scuzutdyde numai 0424 U/wl.Prin precipitarea
solutiilor bruge de puroxidasd cu sulfat de eamoniu cu 90 % satue
ragie se realizcaxd o purificere a enzimei de 2,5 ari,obyinindu-se
un preperat. ensimatic solid cu o activitats de 3,22 U/mg proteind.
Reunind preparatele solide obyinute le precipitarea cu S50 %y70 %
94 90 % saturagie sulfat de anoniu,se recupereasli aproximstiv jus
gitste din cantitetea de peroxidaszd din extraotul brute.se recoman~
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4k de acees,pentru purificares extractelor unzimatice brute,rezli-
garea unei preécipitiéri cu sulfat de asmoniu cu 30 .. saturayie,se-
pararea supcrnstantului gi precipitsres iud cu Yo % saturagie sule
fat do Buonilles=8 ohyinut sstfel un prepsrat enzimatic cu o acti=
vitate specirica ce 4,2 J/ug,ce indicd o purificare a enzimei de
%42 OP1,94 0 octivitnte totald de 584 U,ce corespunde unui randae
pent de recupersre 8 enzinei de b .

vesaleficrea gi purificurca svensata 8 ensinel w=a realiw
23t prin gel-cromatopraiie pe sephadex G-75 astfel : 50 nl 80lue
yie enzimaticd obyinuté prin civolvarea soliduluil sepasrat la pre-
cipitarea extructulud brut cu suliat de wiloniu cu 50 ) saturegle,
cu o activitate uo'l.bo J/ugys=au futrocus intreo coloand umplutd
cu Sephadex 6-7>.témponat le pbE 7,04cu tacpon fosrat 0,95 u  ,pV
7906

.0loana 8«3 clust cu scelagi tampon,s-uu cules probe cu
volum de 5 ml,care s-au anziizat pentru cetirminares concentra=
giei proteinzior gi a activitdgii snzimeticee.in figura 1 sint
prezentate variayle concentragiei proteinelor gi a acvlvitégii
p=roxide:zei la elusrea coliocanei de Sephadex G=75,

£ guollie] i
1 B

Qs h ::: I

% J

okt " A e
©» v I |l\ la
- 42
L \ ® ® 15

at F A\ edl
L, LA B

) N P N S T PP d
) 100 150 00 20 200 V()
748.) =~ xuriilvuzea extractulul enzimetio pe Sephadex G=75,

arba ) = protuine,curba 2 = activitate enzimstici

La trecerce oxtractului enzimetic pe coloans cu Zel de
Sephadex 6~75 se rcaliseszd atit o desaleficre totuld,pusd in
evidenyd prin lipsa ionilor ce NBZ gl soﬁ‘ in eluate,cit g1 o
freogionare u proteinclor,obginirdu=-se soduyil cu o activitatve
peroxidazicé spccificd ce pinB la 28 U/mgene Fuslizeszé 0 purie
ficsre avansetd & .n.izei,ilustratl de o crestere a activitayid
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specifico a frrcpiei celei mai active de eproximetiv 15 ori.Se oObe
gorva totodutd existents & cel pupin dcud izosnzime bine aseparate,
$i 1ncd cel pupin und probabilil,

- Xtructeie enzinatice brute 31 purificate au fost utilizate
ca 3l catslizatori in reacyia de oxidare enzimaticd a fenclului si
lenaftilaminzi cu aps oxigensatds

lece tabijtirca pursmnstrjlor optimi e eijminare a

fecvoiijor din epe prin oxidare cu spd oXiye
54 peroxaicezd 3 pll,concentragia apeil oxigenste,
congertreyis purcxidazel,concentrngis fenolulug

‘ . reroxadazs catalicoeazd reachie de oxiasre a f2oolilor cu
apd oxigenatd,ducind ls produsi de reacyie poliaromatici,insolue
bild in apd /242, Ul o cea 868 proprictate a produgsilor reactie
8l de oxidare vnzimsticd a fanolilor ne-da ceterminat si incercém
aplicares oxidarii vnzimatice In epursrea speler rezidusle impurie
{Licate cu fenoldi. . ercetdrile au fost cfuctuate ;entru o serie de
:30 de fenoll,printre care : fenol,crezolisxilenoli,polifenold,
'clorfenoli,sainofenoli,naftoll ctce,91 @u avut c& Bcop GoterminBe
roa rondawentelor de =2liminare a ienolilor Jdin apéd gi stabilirea
paremetrilor optiai 2i procesmlul /2Y&/.

Peatru & doscrie caatitativ procosul co tratare enzimaticd
8 spelor ferolicy,c-8 introuus noyiunca cdu "grsd de eliainare 7 Y,
care este definit ca procentul de poluant orgeanic indeviirtat sub
JSformé de precipitat din solugie,in condigiile dete /298/.
‘ Tratarea solugiilor apoase de Yencll cu apé oxigenatd gi
;peroxicazd s-es realizat prin ucddugeres opei oxigennte (1 mi) ine
“4r-o0 solugyiu apossd de fenol ue coancentrayié o,1 /1 (100 ppm).
peactis & fost inigilstd prin sdiugarea peroxidusel (1 U/ml)ein tose
te cazurile,dupi sdisugareva reactivilor,(apa oxigenatéd yi paroxidee
24),8e observd colorsrea soluyiel gi formsrea treptaetd 8 unui proe
plpitit ¢e poute fi sepz=rat [orin filtrarce ssu ceatrifustrecimeste~
cul de reuscyie s¢ agitd trei ore lu tempeistura camerei,si 8¢ file
treazd pentru sc;.sroreae precipitetului forwate3oluyiile limpezi
rezultate se anslizeasdi pontru deteruinsre¢a conginutului de fenold
rzzidusl prin metods spectrofotometricll cu 4eaminoantipiring /298/.

Usntru togi fenolii studisgi,traterea soluyiilor numai ocu
peroxidazié,in concentrayie de looo U/1l,sau numai cu apd oxigenstl,
in concentragyie de 5 wi,timp de 24 de ore,nu duce la formere de
precipitate gi nici lé o scidere sprecisbild a concentrugiei feno=
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lilor din ape.Se poate trage de sici conolusia cl ppecipitatul for-
wog In timpul reactiei enzimatice i sclderea concentrayiei feno-
lilor dizolvei in apd este rezultotul acyiunii combinate & apei
oxigenate gi peroxidazed,

Pentru fiecare substentd in perte,s-a studist influenys cone
diyiilor de rescyie - pH,concautretis enziuel,s apei oxigenate gi
8 substratului « asupra gracului Gé oliminore al fernolilor din spd,
in scopul determinurii velorilor optiue.

Studiul dependenyel zrsedului de aiiminare enzimsticd a fe=
nolilor din epd de pli s-a efectuat veriind pH-ul iIn domeniul 3=9,
prin utilizerea de tampon acetet 10 mi pentru domeniul de pH 3=5,5,
respectiv tampon de fosfut lo mlf pentru domeniul de pH 5y5=-8.In
tabelul 3 sint prezsntete ragultatele experimentale obginute,

in figures 2 oste prezentatd grafiic dependenya gredului de
eliuinare 8 unor fenoll in functie de pif.

Grodul de eliminare, %
588393 3888

Fige2 = Influienys pH asupra gradului de eliminare a unor fenoli

4 = p-metoxifenol ¢ « pentaclorfenol
v = 2=nsttol x - droxichinelini
°© = o=clorfenol
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“avelul 3 - infiuenga pl-ului ssupra gradulai de -2iiminare al

fenolului..ondigii : 1000 U/l peroxidazd,l ow X
100 @/l Lenoly, = 3 hy & = 2500

2920

PH 200 3995 4,0 445 5,0 5,5 040 045 7,0 85 Y0
Compus srad de eliminare, 7 i
Fenol 0993 89,5 Le2 U245 7Uy0 0992 LS V0,0 54,2 48,5 56,0
O=Credol 33,0 95,2 95,1 80,7 B2,8 bo,l 75,2 77,6 72,5 ©9,0 05,40
MeCLOZOL 90,9 Juga0 5095 Loph 7040 (92 [0y 9 (49D 7€92 8346 B0y0
p—czgzoi 7990 7095 7740 7042 7349 7355 7594 70,2 08y4 71,9 65,8
o=a2toxi=~

fenol 0599 6742 0298 72,5 77,8 34,2 = - - - -
mete toXi-

fenol 71,2 OhyY 540 UByd 81,2 72,6 oly4 S4,2 50,8 41,6 39,2
D=mOtOX i~

fenold 89,6 7044 7497 69,8 65,0 6552 LH0 LHe0 SU,6 V1,5 60,0
Q=&minoe= .

fenol 76,4 Bl,2 88,0 78,6 75,5 04,6 16,8 Lig2 48,4 140 31,2
a=-3nino=- ) _ ) v o

fenol 53599 5492 5648 75,6 96,9 7844 6,8 55,0 54,5 36,6 14,7
p=amino= , ) _ o

fgnol 79,5 79,8 82,0 79,2 715 0947 7E50 75,42 74,5 53,2 6640
0=ClOL=

finol L9052 9840 95,0 75,8 62,2 0396 77,2 70,0 7545 71y1 6940
a=clore

fin°1 6348 0597 0596 6741 82,5 585 5590 Dded 5048 5392 29,8
p=clor= :

fenol Iyl 85,6 E1y9 8742 U246 42,8 16,7 - - - -
prirocato= . .

chini Y840 63.2'48'2 216 1,8 =~ - - - - -
i:g:!cm 60'2 05'2 7&’8 62'8 59'5 59.0 60’0 60’8 6l.5 55'0 54.2

O

1:h1nona 7698 7740 7743 08,5 0343 57,6 51y7 4843 40,9 36,8 35,0
piroga~=

lo1 ®) 5242 5244 53,0 0Ly0 66,5 6840 = = ® @ -
Oo=nitro- ) .

faaol 8495 D94 10,0 B¢ 5,9 592 4y 4,9 493 5,9 4,0
a-nlitro- .

t.nol - - - - - l|8 j,o 1.2 - - -
p=nitro- i
) 222:1 1092 15,8 18,2 11,6 442 12,6 L1852 15,8 14,2 10,6 9,2
. .

;ilfanox U592 7853 0544 746 63,9 61,2 56,9 55,0 5755 53,6 50,0
S5=dinoe : ,
ti1fenol 9792 9793 Y746 Y74 B4y0 5130 7990 Y95 60,0 77,0 7592

2,6=ditary=
butiltencl = - - - - - - - 595 2090 Xk4y6
lennftol 71,0 7443 79,2 8551 83,4 8Bly2 75,9 0592 0694 5847 55,2
2-naitol  71y5 72,0 7245 8542 98,1 88,4 7143 7140 70,0 6594 6248
8=-uidroxi- - ] o o
chinolind 19,8 45,2 70,2 76,5 94,5 86,6 70,0 7392 £7,5 87,5 8540
pentaclor- _

fenol 5140 6552 30y0 7645 74,0 35,5 1,60 © 0 0

a) Pirogelolul,in wrediu alcalin,se oxideazi in prusenye oxigenulud

¢izolvet in apé.



Din datele presentate ee observi ci enzima este aosivi
intr-un doueriu larg de ¥ (3=9)e axinsle de eficienyd variaad
£n fuacyie de atructure fonolulul supas oxidirii cu &apd oxige-
pati gi peroxiduzi.in e-2arile fn core se obyin grade do climi-
n:re mici,nu c-aa observal, in timpul reaoylei iormarva de preci-
pitate,Soluyiile s=uu colorst parcurgind iutresge gaud de la gale
ben la brun,fant ce uratad ci reac;ia enziaaiicd a avubt loog,dar
produgii ce r=acyie su ranae divolveyl in api..onversiilor maxie
@6 obpyinute le=a corucsouns {ormare. wasivi de precipitat,isr file
tratele obyiaute dupi indepantarea precipitutului au rost limpezi
$1 incolore.ssudiile efectuate in continusre s=au realisat la vae
lorile optime de i deiorubndto ckpoariwentzl pzatru fircare come
pus in parte. ‘ '

=ficienga peroxidazail in eliminares fanolilor uin apf 2
foat urmdritd $i in funcgpie a9 concentrayis sl oxXisenatie.intrue
cit rezultatele cxpuriwentale sint foerte ssvadnatoure pentru togd
coupugd studiagi,ele sint exeuplificuate pentru un sin;ur cCompus,
o=clorfenol.lin datele prezantate in tabelul & i fig.> 86 obger-
vd cd gradul de erizinare al o-clorfenolului cregte,ocu concentrae
gla apei oxigenate pind la 1 mu,cind atinge veloarea de Y8 %,gi
rawine constant in limitus erorilor expuriu.ntale,la concentrayii
mai mard de apd oxigenatd (ping 18 5 mhM)e

Tabolul 4 - Ln.ﬂuevxt;a concentregiel apei oxigenute asupra gradue
lui de eliwinere al o-clortfenolului
Coadigddl : Yo wg/l ‘o=clorfaonol,1o00 U l pueroxidazH,
pi =49, Zm3h , T a2

e i fomgeniemsl i
e 0yc 78,1c 13,2
e 0,5 Shy0 4040
e 0yb 17,19 80,9
4o 1,0 1,75 98,0
De 250 1,74 98,2
6. 390 l.‘75 9040
Do 4q0 1,70 47,86
Se 590 1475 9840

5e observa ci,pentru & se realizs o eliminsre practic
toteld & fenolilor din apd,in proccdeul enzimutic este necessr
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Gradul de eliminare , %

=

1 1

o

20 30 40

(H202] mM

Liged = Zepundenge grrdului de eriminsre el o-clorfenoclulul

de concentragie apei oxigenete..ondipii : Y0 ag/l
(0,7 wl) o=-clortenol, 1000 U/1l poroxidazd, p¥ = 4,0
Z =3h 4, T =25

un report molar a,d oXigenatd,ienol de (L =~ 1,5):1,8pra doosebire
de¢ procesul convenyional de tragure cu epéi Oxiycnuatid 3i catalizee
. tori de fier cind,pentru tenol da exsmplu,raportii wolsr 8pd oXie
genatd : fenol este de 14:) /285/.

Iafiuenya concentregleld peroxidazci zsapré rsscylel de oxle

dare enzimatic4d & fenolilor a fost studietd peatru concentragii ale
enzizei cuprinse in doasniul 0-L000 U/leS=a Geuonstrat,sentru toyd

fenolll testayi,cid 1s wn timp d3 rescyie Jde

2 cro gradil de 2li-

‘minare creste proporyional cu crigteres concéntrayiei enuimed,pinX
'la o anumité valoare, gl racine constant,in limite expoeriaentale,le
jconcentrayii mai marl de enziud.

ib:u p=clorfendl (tebelul 5 gi figed)e

Tabexul o = influunya coacentreyiel peroxidazel asupra gradului
de eliminare &) o=clorfenolului din apH.condigil ¢
90 mg/l o=clorfenol 4 1 mk E,0,ypH = 4,7 = 25

Resultatole exporimentele ooyinute sint exemplificate pen-

‘M:.

et Cperoxidass  Ct pacgi(ca)om  Fed de elizinare 3
: u/d 2g/1 a) b)
2. 0 90,0 0
2e lo 50,65 31445 64,5
3 25 33,75 i2us 9002
be 50 20495 44y 5 9306
Se 100 15535 62,5 98,4
?o %2: ;.26 . 3‘50%5 3595
& 300 2,25 97,5 TR T
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o0 1,57 98,25 97495
100 500 1,94 97,85 9840
ll. 200 ) 98,2 2641
12. 700 Z,84 90, LS 98,4
13, 800 1,35 97,95 9842
14, 900 lybd I8y 4 98,3
og timp de reacyie 3 h
b) timp de rsacgic 24 h
® 100t % x —_—
o d
§or /
€
13 L
s %7/
3 40-i
3 )
)
1 1 1 1 1 1 1

o

100 200 3¢ 400 500 600 700
Concentratia peroxidazer, U/l

Iige4 = Depancenga gradulud de eliminere al o-clorfenolului de
concentratia peroxidazei in solutie.Condigii t 9o A
0-010!-6301. l m!l }1202 N PI'[ -3 4.0 ] : = 3 h ’ T = 2

Mirind tiopul de reacyie la 24 h,pi pustrind neschimbate
celelalte condigii,oliuinareca o-clor.ignolului cste aaxim# la o
concentrayis ¢e enzim. de numai 50 U/L (tebuelul 5)./.ceastd obaer—
vagde est: doomebit de lmportantd,deoarece permite reducerea con-
sumulul de paroxicasd gi iwplicit scaderea costului procesului,

intrucit consentrayia poluangilor in apele rezidusle va=-
riszd in limite largi,s~s atuclat vuriapie greduiul de eliminare
pentru diferite concentrajii de ternol cuprinse in doaeniul o=150
wg/le.Rezultaters sint oxeupiiricete pentru o—-clorrenol,

,~in datelv prezentate in tabelul © se observid ci elimins-
rea acestul compus din apé prin oxidsre cu 8pd oxisenatd gi pero-
xidazd @ste practic totald in domeniul stucist,fiind maximi ld
concentratil uici de fenolille edncentragii oici,conoentratis re-
8iduslll de fenol in =pZ este ce ssoncnee fosrte micl.Astfel,ld o
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fgbedul © = Lvpsndengd srddului de eldudnere 9 coancentragia
o=clorfanocluluieondiyii : looo 4/ 56:9rjuazé.
1!:1:1;{.)-,.1»1:*4.5:;11.4385

Lo Loncanbreyie Conceatrayie
ort inigiold , € £inald 4 Co 7
ng/1 mg/l #
de o C 0
2e 1o 0y 03 7992
%e 5 0925 2990
be o0 0450 95990
D 75 V990 96,8
. loo 1,40 36,6
7e 125 2,25 9842

Be 150 3075 9745

concentragie iniyials de ow-clorfenol de lo o/l gredul de eliwd-
nare este de 99,2 ;5 icr concentragia fenolului rezidual dizolvat
in apd wete de nuuai 0,08 mg/le.La concentreyil inigisl~ de femol
mei mari de 100 mg/l,degi gracole de eliminire 2le acestor comw
pusl din apd se wenyin ridicate (98,& 7» puntru oy = loo wg/lyre=
spectiv Y7,5 % pentru Cqy = 150 mg/l) concentrayia fenolulul ne
eliminat din &pi creste ; astfel pantru Cy = io0 g/l , g = 14
ug/d,respectiv Cp = 3475 og/)l le coacentrayie inigiala ue ienol
Cqy = 150 mg/l.Rezultd de aici ck eficienga mefodei projusi de nod
este wuximd paentru couceantrayid iniyiule mai wica de 1loo ug/l.

le3e Zedayid Intre structure fenglilor gi ;im;ngggg_ng
din a»@_g_;g oxidare cu ood oxa cantd 33 &

In vederes uplicdrii metodel In scopuri practice,vate u=
tild gésires unor relsyii intre structura fonolilor supugi reace
viei'de oxidere enzivsticd cu apid oxigenatd $i peraxidazd 31 elie
minarea lor din sp#.in t8Lalul ? sink presentate gradele do slie-

minsre ale diferigilor fenoll atudisyil 3i unele din proprietigile
lor structurale.

Ce observd ci,in unele cazuri,gr-dil de elininare este
foarte ridicat (m-crezol, o-clorfenol, fenol, 3,5-dimetilfenol,
2- nsftol, 8=-hidroxichinolind),in timp ce in alte cszuri este
destul de mic (nitrofenoli, 2,6=-ditertbutilfenocl).lin datele pre-
sentate,se pot trage unele concluzii ref.ritoare 1a reloyia dintre
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Tabelul 7 - bliminarea tfenoiilor din apd prin oxidare cu apl
oxigenaetd gi peroxidazé“)

Lompus Solube PK, p"opbim Cy Ce A xx)
£/100 mle a '8/1 %
tenol 3,699%) 5,96 4,0  100,0 8,8 91,2
0=-Crezol 2.68?5 10,29 4,0 102,0 ©45 9342
n=crezol 2,529 10,09 3,5  110,0 3,35 96,9 .
p=crezol L 2,590 10027 3,5 98,0 2040 79,6
o-metoxifenol  1,9%7 2,98 5,0 133,0 29,0 78,0
m-me toxifenol b 3965 4,0 D58 &7 9240
p-metoxifenol b 10,21 4,0 98,8 25,0 74,7
o=aminoienol 1.79 bLyo0 loc,0 12,0 88,0
@=aninofenol 246°° 990 to,b 247 97,0
p=aminofenol 1,1° 4,0 10244 18,5 8240
o-clorfenol 248°° By51 4,0 90,0 1,75 98,0
m-clorfenol 246° 201 4,0 10ug8 3¢45 69,6
p=clorfenol 2,7°° 941 5,0 110,84 €42 92,6
Pirocstuchini b 395 9Y5e2 35,04 33,2
Rezorcink 147,312 3,5  100,0 14,8 85,2
lidrockinoni 54732 4,0 103,6 23,0 77,8
Pirogelol 44,01 5,0  119,2 37,5 6840
o-nitrofenol o,al?o 4,0 lol,0 Y240 1loy0
m-nitrofencl 1,35°° Ee37 6,0  103y5 10040 340
p-aitrorencl 1,18°° 7,16  £,0  1l00,2 62,0 18,2
6,0

2y6=dimetile

fenol c lo,62 3,0 lol,2 14,5- 85,2
395=dimetil-

fenol da log2o 4,0 lo0y8 o4 97,6
Z2y6=ditergbu=

tilfenol ] 6,0 00,8 G040 20,0
Pentasclorfenol e ’ lce,0 18,0 80,0
1l = Naftcl (i} 990 lol,2 15,2 85,0
2 - Heftol 0,0572° 500 10650 2,16 98,2
8-fiidroxichi-

nolin& ) 5,0 10,6 6,28 94,0

x) Condipdii ¢ 1 mid Haoa. lo00 U/l ,.croxidazéi 4 2= 3 h 4, T a 25°C

xx) la pi cptim

a) temperaturs lt care ses ef-ctunt determinsrea

b) ugor solubil

¢) soludil 1s cald ; d) greu solubil

e) greu solubil ls cald
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structurs compusulul or;;uaio gd eficienys precipitirii enzimatice,
ificiengs onzimel este mult influongjstd de poziyia suostituenyilor
in nucleu gi de distribugia electroniler in moleculd.Reacyia este
‘favorizatd in cazul in care grupe hidroxil are densitate waximi de
;electronl.istfel,substituenyid cu ofect inductiv donor ¢ao zlectroni
(netil,metoxi) in poziyia wmefavorizeozd intr-0 musura mal were ree
acyda do oxidare onzimuticd,decit cei din pozijia o=~ s8u pw,in timp
ica substituunyii cu efuct inductiv atrégitor de eloctroni $i efect
 mezomer donor de cloctroni prezintd o acgiune inversi.Crupersa nie
‘tro,cu efect mezoner atrigitor de electroni pronungat,presonta in
woleculd inhibi oxidsreo enzimaticlyprin urucre nitrofenolil sing
‘tranaformagd intr-o0 mdsuréa foarte wici de enzimd i nu pot £i ali=
'uinayd din apé prin accasth netodé.
! Un rol imgportant in desfigursrea rescygiei do oxidare onzie
‘maticd a fenolilor,il ere configurayia moleculed de fenol,prin ve
%feccelo sterice prezentate de substituenyil prezenyi in moloculde
‘hetfelyprezenga unor substitueanfi voluminogi in pociyis o= duce
Aa Bcdécerea resctivitiayii compusuluai,datorité iaptalul ci woleculs
:aubscratului nu mal poate pdtrunde in centrul sctiv al ensimei.Jn
ioxomplu concludent il constitule Z,6=ditery butiliuvnolul,carc este
‘edliminat numai in proporyie de 20 4yin tiap ce grecul de eliminare
pentru 2,6=-dimetilfenol 98te L5y2 Bpdap pentru 3,5~dimetiliuvnol
gradul de eiiminare o, @840 97,0 ¥ .

Corelind gradele de elininaore <7 obyinute cu vaiorilie pkg
ale fenolilor studiayi,se obyine o dresptd (fig.5) cu ecuagia :

T, = 21990 PKy = 134y4Y  (r = 0,93)

5e observd oi,ou cit acicitatea fenolilor e¢ste mui aicd
(p& mai mare),deci densitateas de electroni ls atooul de oxi;en
psto mal maregscu atit tfenclili sint mai ugori oxidayi de sistemul
ppa oxigoenoti-paroxidagiy,gd implicit sint wai ugor eliminsyi din
‘bpéo

Se obsozva de asevxmenea existenya unei relayii intre hidro-
fobinitacea compusulul aromotic 91 gradul Ge eliwinare.istidl,gra=
dul de eliminare al naftolilar,ciorfenolilor,b=tniidroxichinolinel,
compu$1 greu solubili in apd,este mult mai mare deoit in caszul
fenolilor hidrofili ca di= 31 polihidroxifenolii,suinofenolii
(pirocutechina,hicrochinons 3i pirogalolul practic nu precipita
din soluyie).Acousta se poute explica gi prin faptul cd,in cazul
fonolilor hidrofobi,produgil de reacyie sint de asemenea hidro=
fobi gi deci mai puyin solubili seu chiar insolubili in spid,in
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tinp ce polifenoiii hidrofild ee trunaformé in produgi cu grupidrl
OH reaiduqm.vpolubu__t in apidygi decl mei greu aeperabg;.

100 , 2

90} 6,0 [
2 3 x8 :
~ 80F v '
b * :
g Tor Sx f
€
T
¥ sot l
8 wf
U]

w—

20 0§

of /

O 1 2 3 4 5 ¢ 7 &8 9 w0

pLa |
YigeH = Dependonga gradului de eliaminare de valorile pk, ale

fenolilar
1l - }onol j 2=0=Ccrozdl § Jep=crezol § 4=o=-metoxifenoly
5 « m=clortenol j oep=-nitrofenol 3 7=t=2,6=dimetilfenocl

lele L. are <]

enzimaticd oi cQINULARG

raptul 08 fenolii hidrofili sint eliminsyi din apéd ou ran=
damente woi miciscuprinse intre 60=-80 ”%yne=a determinat sd orien-
tam cercetdrile in vederes gasirii unei metodey,care s#é permité
indeplirtaroa totalé a acestor compugi din 8ple.rentru 8ceosta,s=o
incercat cuplarea reucyiei de oxidare ensimaticid cu cosgularea
cu sulfat feros.

Suspensiile obyinute dupd oxideres solujiei 8posse feno-
lice cu api oxigenantd gi poroxidagzd,au fost tratate cu sulfat fee
ros la pH optim &,5,d0z4 determinstd prin jar-test,a 1ost de 20
ms }6°*/1l.Precipitatul formet se separd usor prin decantare sau
filtrare,obyinindu=-se solupil limpezd incolore.S=ou obyinut pen=
tru o=crezol gi o-sminofenol grede Ge eliiminare de pind ls Y9 %
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(tabelul 8),datoritd eiiminiérii fenolilor divolveyl prin absorbjie
g1 complexare,.:rin ccaguleres solugiilor rezultate ls oxidarea
pirogsioiulal 31 nidrochinonei s8e¢ obyin grade de eliminare a aces=
tor compugld dic api de Y5,respectiv Y0 % 31 se realizeazd totodathd
0 precipitsre tetald ¢ produgilor de roscyie coldoragl din aphyobe
finindu-53 sclupgii finsle limpesl si incolore.irebuie subliniat
fapbul Cd,0du cau &=-u deamonstrat exporizental ic cezul fexolulud
(taveiudl c)yprrin ccugulare cu sulfet feros nu se po:te razliza
fnde, . tuica fenolaler din epd.

tebelul & = ificiengs eliuinfrii ferolildr prin oxidure
znzinoticd gl cougulere

Compus Cy C;j* 185 Cib) % )
ag/ L eg/l % ug/1 p
renol 1o0,0 bH,8 Yl,2 0¢2 9Y,8
Fenol 100,40 = - 964 D90
o=crezol 102,0 ‘0,9 95,1 Sele 98,0
o-aninoienol 100,0 12,40 85,0 209 9045
Pirogalol 11992 37,5 6by0 0y2Y 94,8
Hidrochiaonk lo3,6 23,0 77,8 lo,0 90,2

a) dupd oxidere enzimsticd
b) dupd cosgulare finald

Generalizind rezultatele §i pentru aiyi renoliy,se poate
edmite cd,prin tratarea fenolilor cu 8pa oxigenatd i peroxidaszi,
urnaté de coagulare cu suliat feros,se po:te elimina -din epé o
genll variatd de polusngd fenolicd.

[ Un interes deosebit s-e acordat studiului eliminarii feno-
'14lor 4in epd,prin oxidare ensimaticd gi cosgulare,utilisind ca
'gy catalisator preparatele enzimatice brute gi puriricate,obfi=
}nuce in laborstore.uucrind in condigiiic optime de reacyie detere
‘minate enterior,s-su obyinut,pentru fenol,urmatoarele rezultate
'(tabelul 9).

' Se observd cd le tratarea soluyiel apoase de fenol cu oxe
kract ae Lrosa purilaicat prin precipitare cu sulfet de amoniu gi
gel cromatografise,se obyin rezultate apropikste de cele obyinute
in ocazul in care s-a utilizeat,0& 9i catslizstor sl resogpiei de
oxadare,peroxidazs Mercke.in expegimentele in gare s-—au utiliszet
extracte enszimatice brute din hrean,dupd > ore de rescyie,gradul
de eliminsre &l fenolului din spk a fost de numai 75,8 »e ¥drind
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timpul de rencpie la 24 ore,gradul de eliminare & crescut la
90,5 %,1ar dupd coszuleree cu sulfat feroe,a atins valoares de
93,6 %.Rexultate similere s-su obginut ls utilizarea extractu-~
lui enzimatic brut din guliiciotudutd,se observé ca peroxidazas
din hresn ¢ste mult wdl 8ovivd in eliminsreu 1enolululd din spa
decit peroxidaza din gulil.

Tabelul I = iratar.z apclor ¢d comypiaut de isuol cu extroote
cuciz.sice boube gi pwificucue ondigli ¢ 1 oau Hzoa.

p'ﬁ = L;' n
Preparat #ctivite C Timp C;) 18) Cés) g'b)
enzinatic Ay 1 B w/l F uwg/L R
U/l ¢

Peroxidazi 221,8 loo,0 3 8,0 92,0 1,2 98,8
dexrck

Bxtract hrean cok,7? Y9,9 3 chea 7948 = -
brut : &  1éy0 650 = -

<4 Y90 90,5 G4 93,0

Extrect hroan 24,7 2999 bse  Gle® 3,9 96,5

(VL

puriricat )
Extract guaii 2o4,3 110,8 3 36,5 67,0 = -
brut 8 24,0 78,3 = -

28 17,5 84,2 10,4 90,6

8) concentpafyla fenolului 31 gradul de eliminsre dupi oxidarea
ensimatica '
b) concentragyis fanolului si yradul de eliminare dupd coagulare

lede Cinotica reactjel de gxjidare a _fenoljlor ¢y
apd oxizepat’ 31 peroxidsags

heacyla de oxidare a fenolilor ou apd oxiyenatd,catalisaté
de peroxidaz¥,este o roacyie enczimaticd complexdiycu doud substre-~
te,care are loc contorm urndtoarei scheme genersle :

Va
L= R+ R L)
Y

Studiind couportamentul cinetic al unui preperat de peroxi-
das& izolat din hroan,c hance constetd of en:ime acyionsaxrd asupra
apei oxigenage yi s subatratului arometic in modul urmitor /215,
238/ 1 K,y : '

Peroxidaszd + 5202 —;———-& Compus I + H,0 (2)

. 1
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r

Compus I + AL, —> Compus 1l + AH’ (3)
5

Coapus il + ad,—=— eroxidezd + a’ (&)
k,

2 AH — > P (%)

P:iroxidazs reacyioneazl cua 9pa oxigenaté foraind compusul

Lycers In orezenya suvatratului srometic cu rol Ge donor de hiéroe
gen Iormz20z8 compusul il - complexul <nzimd-substrat..tit compusul
I cit s1 compusnl JifL sint sctivl din punct ce vedere catelitic.dn
continnare,ccapusul il reactiorcezd cu o noud aclecdd de substrat,
regencrind enzinez.Fadicalii arowmatici formuyi in reecgiile (3) si
(#4) rescyioneszd intre el,forminé produsul de reacyie P.itaps de-
termintntd de viteszd a preactlei enzimatice este rescyis complexu=
lui 1II cu substratul sromatic,astfel ch acest compus 1l poate fi

consic-rot adevidratul complex lKichaelis,.

Lcuagia cinoticd care caractarizeszi reacfille de oxidare

a fenolilor cu puroxidasd si epd oxigeanrtd are forma /37-39/ t

Yaax*Sy 82
. — ()
Kuloaz + KM2'°1+°1’°2

in oare Veax €3t€ Vvitezs saxind de reacyie,i, - concentragis apei
oxigenate,3, = concentregia inigiald a tenolului,isr Kil 53 Kna

sint constsntele ..ichaelis pentru cele doud substraturi,.

Valocile parsmetrilor cinetiocdl 'max'Kﬁl (1Y KHZ @8 pot

obtine prin linisrisaros Linewesvar-burk a ecuagiei (6) 3

. Ky : Ky
Y S W B |
vmax"uax -t’ + (7)

1 Vaax S2

Artiiiciul experimentel 1l teoretic,care fucilitesesd de-

teraninarea constantelor cinetice constdé in deturminerews variagiei
vatua@a inigjiule d8 rvacyle o8 o funcyie de voriagis coucentra-
ti1e4 unuia din ocele doud substraturi,in coadigiile wenyinerid
constante @ coacentrayiei celul de 2l doileu sunsiurat.astfel,se
poete realiss un set de experienge prin studiul vitezei iniyiale
ca zTunogie de conceantrayis sx.in condigiiie munjinerii constante
® lui 5y » @y ein timp co un al dolles set de determiniri se reas-
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ligeasd finind constantéd 81 > oe.gi variind concentrayia B,
Se poate aplics astfel,pontru studiul cineticii rescyii~
lor,ecustia HMichasiis-uenten

Vaux Sz ;
V o mm—Sezem , pentru 5, = conste, (8)

s V“:‘) + l.aa

[

fn care v = vitezs iaifpislsé e reacyie,lar

1 K‘“;,
§ = 1 -
Vaax (1 ol )

v maxX -

e8t0 Viteol uLIling ux rrucylc bperentie

i acush pou aen 3tudlist elnebticy roucyled de oxiuare a

Lonolului ¢l ©pl Gxig€adil, in X senyd »oruxidszel,determinindu-se
parsmetril ciu -bici ;1 armicind iaflazspe bGeuperatuarii gd 8 phHeulud

asupra consgiaae2i de vis2zide

in prosoag? geroxidazoi,feaolul 2:3te exidat Ac apa oxizena=

téd,in prioa c¢iotipaydy p=31ifsnochinond ¢

+ H50,yperoxidasd
O - 0O
- 2'H0

produs ce@ prezints un pexim de absorbyie la A= 399 nm ( £ =
= 34,7 . 16° ¥t ca™ly.

Viteza iniypislé ue rescyie a-8 determinat spectrofotomes
tric,urmarind in tiump forueree produsulul de reacjyie,la diferite
concentruyii de lendl i lu concentreyid constente de apé oxigee~
natd gi béruxiuazﬁ.toncunurucia solugiilor de vnzimd s-a determi-
nat utilicind € = 1,02 x 1070 "L on™t 1a A = 403 nm.Reacyiile
s-au ofsvtuat in cuva gpectrofotometrului,in care s-su introdus
5 wml tampon iosl1at lo'dm.pu = 040 § in cuva Ge reacyie e-au ine
trodus,cu o wicrosiringd,solugiile de fenol §i de puroxidezijre=
acyls s~-o 1iniyiat pran introuuceres in szestecul Ge reucpic 8 80—
luyied de apd oxixenati,cu ajutorul unei siringi uicrolitrice,si
agitaree cu un plunger.rorasred produsulul de rsacyie s-s urméirit
18 lungimse de undd constantd ( A = 399 nm).Vitezs inipialé de
reacyle s-8 calculat din tangenta curbei ¢ = £{ & ),p2ntru ¢ - Q.

Parametrii cinetici ';ax 91 xu, A=-8u determinst prin li-
niariserea ecusyiei Iichaelis-wenten (ﬁ) sub formu urmiitoarelor
patru ecuayid

= liniarizares Lineweaver-Burk
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T (9)

'I. mnax

mex
- lmuzuaroa Ladio « Hofatee 1
Ve Wiy - Ky o b (10)

= linlapizerea i;anes 1

.ﬁ..vﬁ..vﬁ- 1)

'I. max max
~ liniarizarea Woolf

v v v
g able eebly ool (12)
In tabelul lo sint prezentate rozultatole exporiamentale
obtinute intre-un set de determindri sle vitezei iniyisle & resce
tiei de oxidare enzimatiod & fenolului,precum gi parametrii ctle

pulapieln exemplu de linisrizere prin metoda Lineweaver=hurk a
ocusgiel hilchaelis-sonten este ilustrat in figura o.

L‘abolul 10 - Determinares psremetrilor cinotici V i K‘ni 8i
raa 161 de oxidere enziustica a 1en9ﬁ.1 g2
$id @ concent:zai:e peroxidess : 3 . o Mg
ooncentragu apei _oxigenate t 0,827 + lo=7 Li §
PH =650 § T = 25

L —
.c cfenol'1° Uc.lo =3 v‘_.lof 1_/-{‘.10'8 v,’/c:..:!._g’b c/v‘..lo"5
M M .8 S 8
‘ J.. 0ed213 8y2ldio 1,399 00715 114533 8672
2, 0,1808  5,5310 2,041 0,489 11,208 8,841
3¢ 042801 441476 29017 0y 382 10,8354 99210
4e 043014 3¢3190 343067 09297 11,175 69952
e 093615 247657 54902 04277 29962 10,013
16e 0g4209 293700 44082 04245 9674 109336
e 095536 198007 44902 09204 69803 11,293
18y 007650 142750 64061 04165 79728 12,952
'9¢ 140020 0, 9960 70002 0ydl2 79028 144228

Liniagisarea Linoweaveg=Burk 3

-%.6.088010647.8%01030"*' o 2 = 0,999

V:-x s 1,64 o 10.7 l.l.l
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O 2 "3
xua s 1e2Y o« 10 M

Liniarizarea Ledie - Hofsteo :
v

Vt s 14 10‘7 - 1,192 o 10.50 1‘ o D = 0,998
vlonﬂx = 1.5“2 . lo.? Mos-l
B = 10232 207 i

Linjardizarea iiapnes

-%;c 70695 « 107 4 6,538 o 16° o C , F = 0,998
VOx = 1532 o 1077 L.t

K‘?‘a = 1,18 o 10~7 U
Linjurizarea v.oolf

v -t

h e 14259 ¢ 107F = 829,38 . v, 4 £ o= 0,997 -
V:mx a1y o 10.? K-Ios.l

K’ga ® 1,205 ¢ 1070 M

L A 1 1 A

" ¥ 20 33 4 50 60

—

0 4o
1/c xi073, M~

Fige6 = Ltniarizaroa Linoieavezonurk
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Parsmetrii cinetici V;.x 84 K odeteruinayd prin oricare
din cele putru metoce sint gproximativ eogsli,dar npu identici cu
‘paxamecrii gcuagiei Jdichaeliswicaton,datoritd erorilor care wpar
Xn oadrul opereyiilor de liniarizare.

rYentrya detorsingres: paregetfilor resli ai ecuaylel sichae
elis~-enten 3-8 utilizst un procedeu iterativ do corectare & e8tie
mErilor valorilor wigoerioentele,utilizind welods ce dezvoliare ia
'serte saylor 5 uael iuncyli de@ m3i multe verizvilugel cirui proe
leeces metematle este prezentst in coatinusre 300/

fie vgax 53 &5 estimérile iniyiale sle psrametrilor cine-
$icd obydnuve pran linasurizsres ecus¢jlei .icuselis-wcnteny,pe baza
fa N oGoubélwintrl sxpvraicentels @ vitezdd luapivie Ge loedcyle 0 funce
'pde o coaceutlopal cubstretulul Syyd fie Vnax 84 &, veioriie re-
‘wle ale parzmetril.or cineticd.

L dufaneyue funegin @ oen 1iind egald cu difuren;a dintre
VALOLY el asferin.ntéld & viteceli iniydsle vy $i valoarca calculaté
B Valeweld Luigiclo,usiiizing estinorale Vmax $4 u“ pontra valoarea
oaraue triior cin<tici ¢

. vgx M Ej, Bt
"L =z vi - AM r 81 ’ 1 = l’l“ (14)
Vsiorile reale ale parsaetrilor cinecvici se exprinid in
itunc;ia de estiuarile iniyiels ale parametrilor cinetici,prin ur-

mitoarea dezvoltare in serie laylor

- . Oy 0 .G 1w
”1(vmax"m)’1'1(vmax"‘;f)'1'max'Avmax'}KQ‘AKu » 1= 1,N (15)

unde 13
J ¥ - 5 -
ky 3(—-'_L)3 v -0--'—0—L—— (18)
max i 0 Vaax 1° P K)o+ oy
JF . vo .

Corecgyiile A‘dex si z:xu 8¢ deter.c:ind prin wetoda celor
mai mici patrste,rezolvind sistemul de doud ccuajii cu doud necu=
!uoncube 3
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v ¥ ol v K, ) F oF,
mex® 2: Veax 1 Vaax 1 2 v K

Vaaxe L Fy oFy v K Zal"iuiJK

. =
Kna. max 1 8 §

Velrorile corecvuie isle parsmetrilor cinetici eint 1
= vO

wox T gux wax
(19)

sceste velori silud abtilinote ca estimdri inigiale in uous
dteragle.roccnil ihoretiv ¢ vinge coavergeny: stunci cind sint
satisfacude cinelirn inegouitiydle

)
AV _ -
Voex
q (20)
A% _
- <1e™°
L B

4S638%4 wololi ou 35:6 18 bazd wnul prosrea de culculator
EN2BPT=2 peatru usuersanires paragetrilor cinetioi Véax gi Kda

resli.S=su utilizet cu 9stimardi iaiydesle vsiorils v:ax 31 K:

obginute prin cele potru liniarigeri ule ecusyiel ichselis—denten,

obyinindu-se uoeeuyl valoare resld & partm-trilor cinctici v&ax =
= 1,642 107 .. s g1 K, = 1,294 o 10'3 Wglapt cO provessLd pentru
convergenyt cuire an sinjur optiuw sl metodei.

Valourwes counstantel .ichaelis indicad ¢ atinivacve medie a
engimel peantru substrotul uroautice.

bin veloarea vitesel zaxime d= roicjie,s-a caloulat con=
stanta cutalltici - rencjiei ;V'

kcac = —ﬁiﬁ = H4,0 B-l'

bin reprezentaras graficd a varlayiel extiucyici maxime &
produsului de reacyie in funcyie e réportul molar icacl 1 apd
oxigensts (fize.J¥),86 d2sprinde concluzis ci prucesul are 1oc coa=
forw unei stoichiouwstrii 2 : 1l.

Temperatura este un parametyu care influenycaszi vitess
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reacgiilor ensiuwetiee modifioind atsbilitotes ensimei,sfinitntea
?uztmt,penuru 8ubsUrut,vitess de scindsre 8 complexului enzinge
8uUDALrat 0G0/ 37=33/es8cd En tooria simpld <ichoelide-unton se se
j»lioé tooris stiril de trenziyie,schemu de reacyie ve i roprozen=
tatd prin 3

Ee o= (u") = (8) =— (") —u + &

§n core spsr-stirile Ge tranziyie (i.s”) g1 (hF*)ype Lingd complee
¥ul 144ch8alis (id)e

A3gg
06 p —————————

04

0l2 r-

QO 40 E
R.-[ fenol] /[H2042]

L7 = uepam.enw absorbyieir de raportul molar ienol 3
apé oxagenata

tmnnd depundenya constasntel de vitezl cu tencraturs,
d'im gcuspie lul ,rraenius k = u.e"r'“/m dedl Geltoruainet valorue
.pazametxuor de sctivsre 8d procesullie.
{ in experimentuvle cloctunteys=su dotorsanst vit-zele muxioe
’do'reacste 84 constantcele cecslitice pentru oxidarfaa fenolului cu
wpd oxijenatd gi peroxidasdyla cifurite tesperaturi cuninse in .
oenial 20%-60%.lin datese obydnute (tabwlul 1l),5€ observi crege
terea._cu toaperatare » psremstralor cincticte
; raptul c8 pinh 1la teuureturs ce 50°. nu se ouserva nici o
L adere a vitezei de roscyie,scu 8 conutontel cotalisice ce viteed
&euonetraud BLa011l4t.otes Cerndod ridicubté 8 Luroxadssele Gobe
rinde Ce aici conciusds ¢i rcacpiile ce oxidare,cotulisate o pow-
ox:dau.pot aves loc intr-un domeniu lorg ce tem erctilie
vogaritaind ecusgis lud Afrhenius 1ln k & ln o = .8/l .;1
bep:auenclnd gresic In K = £(1/7) (Ligey) 8¢ cetortind velorile
gncrbiet de activare . hyentolpiel i entro.ied de activire.

i
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.ubelul Ll = Jeberainures papemsdtrilor cinetici ui reacylel de

VALCure enein-tied 8 fenovliulul de dafurite touparoe

turi.Condigii t concentragjin pe:ox:.dasgt s 6 ¢ 10=9M;
ok

oconcentrayds 4,914 OXAZOD3Ge & 1y58.00%7i § Pl = Oy0

e Cponoielo” L/Celo™'  velo!  1/¥edo™/ coremotrit
cet eng]. et ‘1/ . 1

¢o°C »
le 190945 Qeu272 0925350 440910 y-j.zcs.xo°+o.u)u.1o5x
Co  2957LY 0s#30L  0g33cd0  Ze0ld £ = 00998
Se  Sedit? 095156 047028 24122 v;,,,x--j.otm.m“3 ol
be  bylt30 002090 ©0,00350  l,eh7 N % <e0ccelo -
Le Ve o002 091752 0972510 14579 * kcac = 50,8 8

50%
e Lyuds Opue2 00339 390075 yudy375eloPshbytt e L07X
g. <9210 o.tfj%l Wy ;,1001 Vi s 4.1'50:12-'3”/5
Se 5.10«:7 o.;lpG o.‘;@{) 4.7109 K m Lyb49elo™> i
Qe ‘g /30 09090 opuded PP P= k"' . 59,5 s.;
. . . ’
Lo pbisue 0y 1792 10756  opueyy  °8%

40%
Lo Lyoghs 005272  OybDMB  2,00M8 ymlylo0e10C+35170e20°%
co 293915 0,431 0,6437  1,5534 e 01397
Be  Ledis? 0s3136 047011 152097 VYmax = 80020610 T/
he Hy7bl0 0pd0Y0 1,2250 0, 8163 K = 8.?5‘*.10‘3
se  Dp2b02 091722 1,5348  0,0506 Kouy ® 14346 8
Be 643774 0,158 157070 0, 9t24

50%C
Lo 1y5943 0432/2 043475 140263 yu7,446e10°92,162000°K
2e 293915 0s4311 0y Y766 1,0218 £ = 0y995
50  30du87 03056 143706 09 7296 Vaax ® be343ed0 WS
4e 447850 092090 147959 045568 K, = Z.Bo3olo-i'3.t
2¢  DyB02 0s1792 200970  0,4550 Koag ® <0 8

60°C
le 195983 046272 0,901 1,1097 M.6%Ol°50lp%olojx
2e 293905 00,4302 14304 0,6991 £ a 0:25
30 3edo&7 0,3136 2,8056  0,5508 Vmax ® 1e902e10 /S
4e  by7850 092090 248651 0,3678 Ky = 20258e20™ U

Koag = 25003 87
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Jreapte din figuré esste csructorizuta ce o ecuuapde
10 k = 15,46 = 4,¢0 o /T o 2 = 0,98 ()

Cu valorile duvt.rminate pentru in h $i1 tg o ,80 calculesza
ra = 3249 k y/mold
AL = 354 k y/mol
O =726 y/molePK

Valoareo negutivii @ ontropied de activere A S* gi valoares
entelpiei de activare A R" sint un indiciu,céd rescyis limitativa
de vitegid este ruperea complexulul enzimé-substrat.. otodaté,veloa-
rea negativd nere 8 A L™ aratd cda formurea starii de tranziyie ne-
cesitd ea resctonyil sd sdopte confurmsyii precise.laidler /3o04/
ex:.licd valoarcs nesutivia o entropiol de activure prin crejterea
polardviagid speciilor cin sistemyin timpul formérii conmplexulud
ectivat (isF )ycua 0 crajytere concouitenta a jsrudului de solvatare.

Velorile det:ruinate experiuantal peantu eanor;is de acti-
vare gint epropiate co cele prozontete in litersturd pentru encre-
(;i&6 ¢u activaro a roacyliilor enzimatice /57/.

Un olt paraamcetru care influ.unygeszd sctivatatea enzimelor
este pleul.lnzimele sint extrem de sensibile la veriagiile de pH,
care le pot atecta activitatea fie irevorsibil - la valori extre-
we vle concentragleil donilor de hidrogen = cind este densturati
proteina,fie reversibil,intiuenyind pradul de ioniznre al substrae
tului,onzimel sau complexulul enzimiesubstrat.otudiul sogyiunii
pli=ulud osuprs reacgiilor enziwstice,poromibo usirea unui pi optim,
sau ingerval optim de pilypentru care viteza reacyiel este muximi.

Jentru sistumul fenol-apd oxigenatideparoxidazd,se-s urnie
Iit dependenyd ae pii @ vitezeld miximw de rcacyie,a constanteli
i:dchuaelis g1 @ constantel catalitico,in cComeniul de pH cuprins
intre 3 = 8,1ecultatole experimentale obyinute sint presantete
in tabeluwl 12,

Jendrdind vericgia vitezel maxine de reacyie in funcyie de
2 (L£45010)y5e observia cH enzima prezintd un moxim de activitate
in domeniul de pi G,0 = 545

Prezenga unor gruplri ionigobile in peroxidszd gi compugid
ei a tost sugeratd gi demonstratié de mulyd cercetdtori.valorile
constantelor de ionizare gi de sici,natura grupirilor implicate in
procas,pot £1 evidenyiote din date cinetice.
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Tabelul 12 = Determinarca psramstrilor cineticl ai reacyied de
oxidare enzimaticHd & fenolului la diferite pil
Condigii 1 concentragis peroxidozei = 3 724107
concentrayie spel oxXigenate s l1,102.10™ ,.‘1‘ = (.560

i 306 430 Uy 5,0 996 6,0 645 740 795 1,0
b . -
i:::l * v101° 9 eB 1

0,678 1,277 1,505 14541 1,914 1920 24107 1,600 1,481 14375
1,356 24370 20660 24673 2,759 34722 20351 be35L 34052 2,75k 14762
Co03h 24308 34580 39903 55900 55183 45905 54215 4,711 54905 39526
29712 59903 L4307 4esol L4g955 09384 6,012 (Gy04Y Gglhh 4,711 24052
31?’590 Ly004 54212 LgIU7 ©y010 79251 7,918 7,875 74319 59135 34502
No°6a 55012 54720 0,756 04020 89207 6,508 69715 89310 H9856 4,133

iﬁ.ﬁ)

"1(, 4965 4995 D18 Byl 9420 5,16 5500 520 AU 516

1005 1425 Ly54 1,64 1,89 2402 <y0 1967 1925 0,83

ﬁfﬁf' 2By2 33,6 4Lk blyl 5048 53,6 53,8 44,9 33,0 22,3

Q.O o 00
7> o,
- 18
> °
16 °
&
Q 141
b S
» °
o 121
£
or
1 1 1 1 1 L \ 1 1 4

Qazxo 3% 40 45 50 65 60 65 70 75 60 P*T

Fig.lo = Dependenys vitezed maxime de reacgie de pii
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Repregentind valorile determinate experimentel ale constan-
toi'catalitice de vitesd in funcyie de pH (intr-o disgremé semiloga=-
ritoictd - fig.ll) s-su obyinut valorile pX ionizsre pencru complec~
911 onsimd = substrat /3¢/.Sesu det:ruinat doud velord s pK . = 53
$1 PKes = o,9,care corespund cu cele prezsntute in literstura pen=
tru ioalzorea conpusului i in reacgia Go recduceore la coupusul IX
(pnjag,l - 524 /S0 )ysi puntru ionizareu compusului Il in reacyisa
Ge rocucere la peroxidag8y,ocu aport de un elsctron gi doi protoni
(PK5 a 740 = 751 /209,252,284/)e

lonizeres care &re loc cu un pKa = 5,3 poate f£i atribuitd
unoi grupdri carboxilatdistale sau histidinei proximale,sau unor
grupird bazice sau acide (curboxilat ssu iuidszol) din vecinXtatea
inelului porfirinio,9i are rolul de a stvabiliza radical-eationul
portirinic in compusud 4 /<09/e.0803arece transforusrea peroxidazel
(formu fericd) in compusul I,in prezenya apei oxigenate nu are loc
cu schiiub de protoni,se poute aduite cd si peroxidsze (ke 111) are
o _rupure ionlzuuild logati de hem cu acooayd comportare la 1oni.-
LaPd ca cea din compusul l..stfel,0 grupsre,cu pKa = 5,a £08¢ pi.\sé
in evidengdein poeroxidazd,de Theorell gi Faul /209/.

13 F 'PK es, 'PKego

12 ) | 1 1‘1 1 1 I I

3 40 45 50 55 60 65 70 75 pH

117411 - Jepencengya ce pH & constsntei catalitice,la 2)'°c.t,cnc.

purcxidozd s 3,72.10 9L1cono.ﬂgoatl.lo~2.10 5...;cono.
fenol & (0,6 = u.oo).lo ]
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Netura grupirii care ioniseazié cu ng = 649 « 7,0 nu eate
4nocldl cunoscuti.Se poste presupune ed este vorba de histidina die
stali,care este legatéd printreo legaturd de hidrogen cu lizantul
8) G=lea al le(IV) = apa /252/.De0arece prin deprotonare coupusul
1i 80 inmctiveazd reversibil,ss poate admite ci forma activd in
procesul catalitic oste iforums protonati.

i Po bazs rezultatelor expsrimentale obyinute se poate proe-

pune urmiitoarea schemdi de reacyie, yinind cont 34 de ionizerea enzi-

del gl a complecsilor enzimaticd :

+H203 ( CI) +PhOH

——= (1)

yd
+H’”PK0.’5.3/6\>\ ‘.H+!TPKQ=.G'9
SRS
(C)n 7 x (cT) H

Phoy CtF

Ionii de hicdrogen prezenyd in mediul de reacyie pot si ma=
nifeste gi o acyiune inhibitosre asupra enzimei.Repregentind srae
£10 1/v, = £(1/8) la ciferite pH-uri,(fig.12) se obyine o familie

drepte ou pantd variasbilé,care se intersectcozl intreun punct
0omun poe sbeciséd,ce reprezintd -LIK . '

Se observd c¥ ionii de hiuzoben msnifestéd o inhibigie ne=

compotitivl aeup:a engimei j valosrea K, ricine neschinbetd (L\
=5 g 0415 o 10~% u)y5i deci atznitstoa enzicei pentru - subacrat nu
se modificH in urma reacyiei cu inhibitorul,care nu concuré cu sube
atratul pentru legarea la centrul catslitic activ,
‘ Aga cum s-a arsitat enterior,reacyiile de oxidare & fenolie
lor cu apd oxigenatd catalizate de psroxidazd sint reacyil énzimae
tice cu doui substraturi,peutru a ciror caracterizsre oste necesa=
fﬁ determinarea constantelor de vitesi kl 51 ks.uacé se admite ure
pdtoarea sohemd simplificatd & procesulud 1

F
kzsa/ w‘
¢ 11 koS82

- cI

ii se exprimi concentragiile speciilor enzimatice in funocyie de
¢oncentrajiile resctenyilor t
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i 1 1 1 1 Il 1 i )
-1/ Kn 02 04 Q6 Q8 L0 42 44 6 \
1/a x10™4 M”

112,12 = leprezenturea Lineweaver-Burk pentru inhibipia H*,

T w25°C § 0 = 3.72-10 ] /H Og/ = 14102610 3u 1
1l =pil =0,0 51 690 3 2epH = 5,5 J1 740 3 3-1*1-

= 4,6 gl 5,0 § UHePll = 4,0 g1 745 3 SepHl = 30
b.;ﬁ = 8.0

5 =k kg 85
Cp =k k3 5, B, (23)
Cii=k K5 5
8@ obgine
.%J.L - _lh:;kgj_sﬁ_— (24)
° ky ky Sy ¢ ky(ky+ks)8) 55
unde L, = concentrsyls iniyiald a ensimeislgy = L ¢ C; ¢ Cprye Deca-

rece rvucygis lentd,linmitetivié de vitesd & proocesulul este descompu=
nerea complexului )ichaelis Cn.viccu de revangyie poate fi ecrisi :

V 3 ks Cpp (29)
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Inlocuind pe CII in ecuayia de vitezd (25),8e obyine pentru
viteza de regcyie expresis

ve——3eaateo (26)
ka‘aba’klckz‘fka) bl O’

care prin liniarizare devine '

Zo e o
2 ﬁ’%‘ét (27)

‘ Deoarece constants de vitoezd kl.a reacyiei de formare a
qomplexului cI din cnzimd $1 apd oxigenatd nu depinde de natura
substratului aromastic utilizat,ss poate adaite pentru kl valoares
ain literaturd k, = 1,6.2074 2™} /215,201,262,248,273/  in aseste

Zondigii.aduivind cd k, > k;.aa poate calcula ks.conscanca de vie

ogld pentru reducerea compusului Il ls peroxidaz#,determinantd de
Vitezd,care depinde de nestura compusulul arometic utilizat cu sub=
strat donor de protoni.

in wodul descris,s-a studist cinetica oxidaril enzimetice

pentru o serie de fonold,si anume 3

le Ry = Ry m By = H , fenol

20 By =Ry =H 4 By = OH » hidrochinoni
3¢ R) = Oliy R, = R3 = H s Dirocustechini
4o ’31 = CH3.32 = 33 a il s O=Crezol

De R, =B s , 35 n OCH; s P=metoxifenol
e Rl' Nﬂa. Ra = R} s B » O=aninofenol
7e RI-R}-H. R, = NH, » B-aminofenol
8e R)=R,aH, 35 = Cl ¢ p=clorfenol
9¢ Ry = Cly Ry = 85 a H 9 O=clorfenol
10¢ Ry=Ry=OH, Ry = H » pirozalol

il. Rl = 001-13 » Ry = 85 H » O=metoxifenol

Au £o8t determinate constantele de vitezd ks.preoum 81 ve~
lorile constantelor .iichaelle gi a vitozelor maxime de roacyie,pen=
tru fiecare compus efeotuindu=se minim patru seturi de detorminiri
experimentale.S=au utilizes douldl tehnici expurimentele diferite
pentru urolirirea reacyiei,si snume metoda spectrofotometricad si
metods termici.
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3tudiul cinetic al reacyiei de oxidare enzimaticd a feno-
1ilor prin metoda spectrofotometricd s-e realiszat prin urmirirea
in timp a disparigiei meximuiui de absorbyie al reactantulul aro=-
matio,sau a apsriyiei benaii de absorbyie corespunzdtoare produsu-
1ui d0 reacyic.5-s ales domeniul de lungimi ce undd in care benzile
corespunzétoare reactantului,respectiv produsului de reactie,sint
net soparate..oeficieayii molari de extincyie ai produgilor de re-
acyio s-su deteruinat experimentul,pe baza ipotezel ci,la transe
formarea totald a suvetratulud aromatic,din doi moli de reaoctant se
forzeazd un mol de produse.in tabelul 13 sint precentate maximele
de sbsorbyie gi coaficicenyid molari de extincyde ai reactasnyilor
gd procugilor de reacyie,utilizeyd pentru studiul oinetio al re-
acgiei.

Tubelul 13 « .aractazristicale spectrale ale fenolilor si
produgilor reacjiel de oxidare ensimatiod

Substrat lenol - Produs de reaogin_4
A & °d0 P IR )
e (&~tem™t) zax (1~tom™1)

tanol 399 39470
liidrochinond 293 0,270

Pirocatechini 278 09263

o=Crezol 375 . 14960
p=ietoxifenol 38042 0y lho
o-Aminofenol 4274 1,280
n=ioinofenol 434,8 09 360
o=Clorfenol 409,8 0y 560
p={'lorfenol 296.q 09728

Viteza iniyiald de reacplie =3 decarmidat experiuental prin
urmdrirea sciderii concentrayisi reactantului in timp,in cazul hi=
drochinonei gi pirocatechinei.Fentru oceilalyi compugi sromatioi,vi-
tezele de reacyie s-au deterainat prin urmirirea formirii produsue-
lul de reacyie,nefiind posibild misurarea scaderii concentragiei
reactantului,deocarece unii fenoli (p=metoxifencl,m=azinofencl,
p=clortenol),prezintd waximul de absorbyie la marginea domeniuwdui
spectral ultraviolet,iar pe de altd parte,in casul o-orssolului,
measinofenolului,o=-clorfenolului,banda de absorbyie 8 resctantului
este acoperitd de benzile do absorbyie ale produsului de reacyie.

Leoareoce nu pentru toyi fenolii reacyisa de oxidare ensima-
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Gicd poate fi urmdritd spectrofotometric,s-sa incercat gdsirea unsi
alte metode de investigsre.istfel,s-a atucist cinetica rescyied
enzinatice a hidrochinonei,pirogalolului,pirocstechinei prin misue
rerea efectulul teraic sl procesulul,inregistrind curbe de variagdie
fn timp a temperaturii amesteculul de reacyie,utilizind un aparat
de tip Ditermenocl.’ xperimentele au fost realizate in felul uradtor:
in celulele terzostatsle ale sparatului s-su irtrodus cite 200 ml
tompon fosfat 0,09 i, P! = 6,0,preincialzit la 25°C (teuperstura de
reacyie).In celuls de reacyie s-eu introdus soluyiile de fenol gi
de enzimé 3 raac;ié s=e iniylat prin iatroducerea in smestecul de
rescyio 8 apei oxigsuvnate,cu ajutorul unex pipete submersibile,si
g=a inregistrat variagia temperaturii amestoculud de reacyie in
timp.Viteza inigyialu ce reacyle sea determinat c¢in inregistrarea
t = £( z ),ca tangentd la curbd pentru Z- Ce

In continusre,se prezintd un exeaplu de .tudiu cinetic al
rescjlei de oxidare cu apd oxigenstd gi poroxidazd & hidrochino-
nei,roalizat prin asbele tehnici experimentale.

i'rimul set Jde experienye a constat in deteruinarea vitaezei
iniyisle de reacyie,a oxidérii enzimatice a hidrochinonei,ls cone
centrayid varisbile de substrat aromstic,menyinind constanti conw
coentrayis apel oxigenate gl & peroxidazei. xperimentele s-su efece
tuat pentru mai multe concentragii constante ¢e apa oxigenatd,ls
concentragie constunti de peroxidsgd.lezultatele experimentale sint
prezentate in tabeiul 14 pentru metods spectrorotometricd,si in tae
belul 15 pentru metods termicd.

{abelul 14 «~ Vitezele inigyiale de reacyie pentru oxidareo nidroe
. chinonei,determinate prin metoda spectrofotometricii.

T = 25°C,pﬂ = 0g0sConcentragia enzimei 1.86.10'9¢

qﬁaoa.lo“ Cyged®® LG aedo™" v4edo® 1/veelo™® /v a0’
M wt o8 E it 8
T P 3 % 5 T
1 5,710 34100 0y 323 1,161 0,801 1,602
24790 04358 1,098 0,910 1,692
\ 29450 09403 1,005 04995 1,852
29170 0y 46) 0,895 1,112 2,068
1,860 0,538 0,792  ig202 2, 347
1,550 0,645 0,662 1,509 2:895 -
U11¢0”301050203'“5601/8203 = 0,998 V‘ﬁu - Q342410 “iaeB
KMZI 6.83613.1 :_1

B/"-5010*05'75019.7 1/B85,r=0,998 k3 s 2,6 « L0
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2 09357 3ed3e 00319 1,238 0,803 14503
2,820 09355 1,143 0,875 1,628
24500 043598 1,004 04900 1,834
25293 0y 456 09905 1,105 24055
1,680 0,532 0,806 1,241 2,308
1,566 0,638 09993 1,443 2,684

l./vinlo914.105#9?.523.1/52,::0,996 Viex ® 5'22“.10-6”‘.8.1
Kﬁa = 1,030410™2k
5/71-5.34olo'“¢3.708olo‘7.1/82,g-o.993 33.2.696.1°6M-13.;

3 34082 3,13 04319 0,971 1,029 1,914
2,820 09355 0,909 1,099 2, 0hds
20506 04398 0,895 1,118 24079
2,193 0,456 0,754 14325 24465
1,880 04532 04694 1,441 24680
19566 0,638 0,612 1,634 3,039

1/9,53497841074134 4 91001/5,,rm0,987 V1, a2, 514410 O™
‘Ma = 4,9.20™""

_,/'tﬂ.3t‘15010 05.678gl° ol/Sa.!-O. 991 k; = 2476410 M.l -]

Reprezentind zrafic dependengele 1/v -f(]./C )(ngu-
ra 13) reapectiv . L/vy = £(L/C m)(n.gun 14),90 ob;.i.m o fam.uio
de drepte peralele,cu uceeapi pantii.Acest fapt este un argument
in favoerea unui mecanism ping-pong,pentru reacyia de oxidm'o a
tenolilor cu apd oxigenatd gi poroxidasi.

BUPT



- Yy -

®
1 ®
5.—
? /©
T l4r
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e
x f2r
Tt i
4
40 /
09 . ‘/ )
Q.B 1 I 1 1 1 1 1 1

0f 02 0 0+ 05 06 Q7 o8
_ 1/Cpgrio, M
11gel3 = teprezcnt.rile sinewsaver-iurk pentru hidrochinonse.
ONCePOroxidazitlyboelo tugpli = G041 = 25%
(1).0” 0 = ).ob2..l.0-4.d|(:i).(F 0 = 5,710.10-4A;
(5).%‘;02 = 643574107 e

rd 2

A //A:::¥cfg§
?2 //4///
L 20k P &
* o,ojﬂ/
o v

10 +

0 1 | 1 1 1 1 1

o 02 a3 04 Q5 08 cm By
1/Cua 1074,

Fisel# = iepruzentirile /vy = £(1/C; ) pentru hidrochinoni.
Condigil ¢ concentragie percxiduzéal.bo.lo.9@,pH=6 0y
\ P 202
(3) O(lﬂaoal 0'35 «Jo i
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Tabelul 15 « Vitesels iniyisle de resoyie pentru oxidares hidro-
chinonei,deteruinate prin metods termicd.Concentree
e permdasla'g.%.lo'au.w 3 60,7 = 25% ’
c 2z 5514107 M
H202 !

Ciigel0®  1/C,e10™0  wyule?  L/vielo™  L/vgedod
M uf.l ;;:.a-l M.los a

1,0004 099996 54692 146971 50006
195006 0y ok 8o1136 1,2325 35,6358
24008 0, 4980 996592 1,0353 29054
29501 0 3054 11,6847 048428 24486
39001 093232 1345325 047335 241638
5. 501 0,2856 15.2322 0' 6%5 l ] 936?
44001 02499 1oy 8527 0, 5934 147505
44502 092221 1049387 09 904 17416
99002 092999 17,7157 0y 5645 1,6653

1/¥y52,205410 416, 60761/55, 20,996 V o, = 4p533410700/5
Ky = 7,618,007 i

E/Vy#6,684107244,3324107741/ 5,220,998 ky = 2,30420° ula™d

In figura 15 este prezentatd dependenya h/viaf(ucﬁa),
determinatd prin metoda termicd.

8
s 8

g
=
X

B/ =104,
s
o
B

ad

0 1 1 1 1 1 1 1 L 1
Gf 02 03> 04 05 06 Q7 08 Q9
1/Cyqx107, M-t

kFigura 15 - Lepondenga b/viat(llCH.) peutru hidrochinoni,
: determinatd prin wetoda ternici E°-2.95.10'8l.
Cijo, = 5+2042072,H = 6,0,T = 25%
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Compsrind valorile parametrilor cinetiei ‘h gi ks.obtinute
;prin cele doud melode,s0 obuervd existenya unei buna concordanyo.
e desprinde 49 sici concluzia céd wetoda termicé de analizid pro-
'pusé de noi poate fi utilizetd peatru studiul cineticii reacyiie
lor enzimatico.

In ‘tabelul 16 uint prezentate rezultatéle experimentale Obe
‘fdnute la studiul reacyiilor de oxidare en&iuat¢cé 8 unei serii de
fenoli.prin matoaele Gescrise,

Tabelul 15 - vtudiul cinatic al reacqiilor de oxidare enzimabica
‘ al unei serii de fenoll ; pii = 6,0 § T = 25°C
!

: 4 4. lt 7 -7 . 2]
!anoa.xo canzimé Cfenol'1° L/cfénololo vielo l/vi.lo L/v;el0

M ] ¥ Nt dos~t ™8 8
T > 3 'y T % 7
i ag tr e
fengl
669 2,7.107 1,203 o,828 " oyl40 7,188 19,300
' 1,808 0,5%3 0,204 44902 134235

2o41d Q415 T 0g202 3,816 10,303
Jy0l4 04332 04336 2,976 84035
24616 04276 0y 550 24775 79506
4,219 0,237 0,408 2,451 6,62

1Av25,520020%47,792010°.1/5,0m0,99  Viey = 1481142077 /5
xg = 1,411,107 i
1/¥4%1426410™%42,1841072:1/5,,720,9% k3 = 4,58.10" W te

- Q=CEezQ)
5¢0 495010 1,0 1,0 1,052 0,950 42475
' 1,5 0,66 . YY)~ 0,739 33425
240 0950 1,053 0,005 27422
2¢5 0y 40 1,954 0,512 23404
390 0933 2,405 0,416 18472

“l/vt-l.9“2.1960776.401/88'!.0.‘791 Vl"ax ] 5.15.10-6 M.ﬂ.l
] K, = 3,998.10™2 i
/vy 820107243, 484007701/ 5, 080,992 K5 = 24270107 m'la“

2=CAarfenol
/6,28 247102, 0,835 1,197 1,206 0,829 2,240
1,670 04598 2,321 0,431 1,163
24526 04399 59723 0y 2008 0,725
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p 2 2 4 2 [ Z
34341 0,299 39928 0,255 0,587
44176 0423%9 4,506 0,205 09555
Hyo0ld2 2,199 54300 0,172 0,865

1/V 2396201074655y 85141/ S, s 220, 997 Vigy = 2952010 Ckes™t
F.E = 1.05.10.5 u

L/V4714080107241,774207801/5,,720,998 K = 54554107 #"Le™E
=cloriengl

028 1,840 0,031 1,200 00575 1,738 3,128
1,062 0,601 1,150 0,869 1,564
2,078 0,482 L 1,502 04666 1,198
2y bk 0,40l 1,934 0,652 1,174
39325 0y 3501 1,04 0y 520 0y H0
4,15 0,241 2,172 0,450 0,828
by Y78 0,201 2,172 0y 450 01828

1/9422,172020°4 140854207 11/51 720,986 Vjgy = 495010 7 .8
¥ 3 4 81010
-3 Ry S A
*/V =2, 83010 02.55.10 01/92|230’988 k; ] “.35010 % 8

e=Anjnofencl
5902 1y5e20™2 1,0 1,00 1,690 0,951 0,86
1,5 0,06 24 307 Qpl22 09633
2,0 0y 50 24931 0y 54) 09512
245 0y 0 39404 0,286 0,429
5y0 0933 59832 0,261 04392
l/v1=9.023.105*500.2.1/32.1 = 09999 v;ax = 1.108.10'6 M.l’l '
= b.b“aclo

L/Vy ALy 5501072474 47200077 o 1/Sp T 04993 Ky = 1y34420° a'* -1

Z=Aninofenol
9900 7,5010™2 1,0 1,00 9,018 00,1108 8,310
1,5 0,66 1l,220 0,089 6,682
2,0 0950 13,220 0,075 5,670
© 295 0y40 199230 0,0050 44920
30 0933 179630 040567 44252

l/vi = 3'574010507900201/82.3”.992 V' = 2’%“010.6 ...1
K"z = 2.54&010-“

let = &.5.10 ’b.&.lo ol/hla.!w.992 k’ = 1'700105 Ll‘l =1
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2 ") =) 5 =5 . 5
F};aoailo coum ctexlcl.lo 1/0£'n°1.1° Viclb 1/'1.10 L/Vi-lo

K M b W Hes™r u™l,s

s
betodd tYermici
- £3r0ialol
69494 24%s.l0 5949 0,182 Y86 0y1l014 24980
5900 0.205 ‘7‘665 0y1034 3'060
4,00 04250 SOl 0,0174 3435
D925 0y 507 79025 o0,10312 59883
2400 0, 500 44933 0,2008 59 Y44
1,50 0,067 39905 0,2522 79455
1/v1 a 5.596.105 + 319924L/8, 9 & = 0,998
Vix = 295050107 8™t
K. =810 . 207 ¥
-2
B/VY = 1,104007" + $44a007 41/, 4 2 = 0,998
k; = 1,06 . 1% it gt
o toxitenos
Bslo  2,96.00™° 1,0 1,000 1,98 04508 15036
295 0,400 29593 04278 89235
5'0 0.3,% ‘4.022 0’248 7’5“1
3,5 0,286 4e6l7 0,216 64 594
4y 09222 49951 04202 2990
5,0 0,200 Deldl 05195 59772

1/\!“ = 1.276.104 + 58.6“&'1/52 » £ = 0’9%
Viex = 7o836.1077 uies™t

Ky, = 30026 « 1072 u

1V = 33302070 + 1,16.007000/8, § £ = 0,968

Ky = 8,62 o 10”7 ¥ g7
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o
\

£/v; x10%, s
x

0 1 L A A ' A A '\ '} i

of 02 03 04 Q5 Q6 07 Q8 09 10
-4 \a-1
1/C ‘FCDO( x '0 ’M

13416 = vepeauenye | /v, = £(1/C._.. )ypuntru : l.fenol
C olmamino. 0501t fenol”? ’

© 04 /

03t /

E/v x 102,
8
T

0 1 1 1 1 1 e 1 1 1 1

Q4 02 03 04 QS 06 07 08 a9 (o
1/Co crezol * 1074, M

iged? = L2poncuaza /v1 = f(l/sz).pentzu O=Crozol

BUPT



20} D
/ ®

© 15|
G_O_ /
%10- ®
D /

5 ////

Q5

//

0 1 1 1 1 14 1 1 1 1
af 02 Q0> 04 05 06 07 08 Q9
1/s x 1074, m-!

biged8 = Lepunasnga = £(1/5) pmuru i (1) peciorfenol i
5 - o-c;one?!ol 1 (3) mesninoi«nol

%] ® ®
80
70
(¥
50

0

40

B/ < 10%, 5

-\T Toor T T

30
20

10

0 1 1 L 1 1 1 1 . 1

af 02 a3 04 05 06 Q7 0B 09
1/C fenol * 40'3 Mt

.

‘1 1gelY = Dependinga = £(1/8) pentra s (1) pirogalol
(2 o-m"tw.:ueﬁ
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ttudidnd depesndenya viterei inigisle de reactie pentru p-mneto«
xifenol si pirocetechini (btab.l7),9i reprezentind grafio v, = L£(0/5),
(£1z+20),50 observid rescyiile de oxidsre enziuatick ale acestor com-
pusi se abat de la cinetica ichavlis-=.lenton.Lin ailura depencengeld
vy = £(1/5), 80 ovserva aceste reacyil pot ii consicérate ca reacgli
sutocstalitiseg,cind produsul final exerciti o acyiune de activare a
procesulul /37/.

Tabelul 17 = Vituvzele inigivle de reacyie peatru p-metoxifenol gi
pirocatechind T = 25°C,pH w 5,04k, = 1,501077 K
Cpo =Y 0 i
272

gis Cfenol'1°a vi.i:V gg; Cfenol‘1°a vi.i:7
M he8 i ide8
~Arocatyching k=ljotioxjfenol
l. 1,0 2.0?9 l. 1,0 De2d?
2o 1,5 59534 26 1,5 79215
e 240 3,742 e 240 lo,4%0
Lo 245 59196 4o Ce5 12,770
De 3¢0 6,054 De 30 17,050
Oe 5¢5 79901
4
95 @
15
—'n /
3T
5; 0 r )4
T: 25 o/ CD/’(/
* o ,/‘
> T o
25| ,x/

o 1 1 | i | A

10 B 20 25 30 35
s =104, M

Fige.20 = Dependongs vy = £(S) pentru : (1) pirocatechind §
(2) p=etoxifenol
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In tabelul 16 sint prezentate valorile constentelor de vie
toxil k; determinate expsrimentel pantru fenolil studisyle.ie obsor
vi ol reactivitatea cea wsi ware fagd de sistomul apd oxigenatd =
peroxidazi o prezinti hidrochinons,urmaté Ge o=sminofenod a:l. de

pirogelol¢O=Crsazoliul aagte cel mal puyin reactiv (k3 = 2,8.10 M s'l)

in resoyis de oxidare ensimaticd.

Tabolul 18 = Valoriie experimentale ele conscuntel de vitesd k;

Compus . kj.(d'l s~t
Fenol 4458 o lo4
ilddrociinond 2,60 o 10°
0= rezol 2987 lo&
o={lorfenold 5004 10°
p=Clorfehol 4425 o 107
o=-Aainofenol 1,21 . 109
m=Auninolenol 1,70 o 10”7
Firogalol 1,05 « 10°
O=.3Goxilaenol Se54 o 105

5@ observd cd reactivitates fenolilor fayli de sistemul spd
bxigenaté - peroxicezd depinde de naiura substituengilor din mole-
culB.Astfel,introducerea unor grupdri ugor oxidabile (=Uliy=NH,) in

'moleould duce la o cregtere pronunyatd a vitezei reacylied ae oxidure.

Studiind dependenga vitezed initisle & reacyiei enzimatice
de oxidare a fenolilor in funcyie de concentragis apei oxigenate,
la diferite concentrayii constsnte de fenol,se obyine o familie de
frepte parslele.icest fapt este incsd un indiciu pentru un wecanism
ping=pong sle rescyiei.in tabelul 19 g1 fig.2l sint prozentate re-
pultacolo obginute la determinares vitezeld inigiale a rescylei de
pxidare a pirogelolului ls diferite concentrayii de apd oxisenati.

Pentru toate experimentele efectuste,se observd existenygs
pnoa zone in care vitesa iniyiald creyte odatd cu_cregteroa cone
pentragiei apei oxigenate.Pentru valoarea de 16,5.10"7 ii @ concen=-
hragioi de apd oxigenatéd,viteszs inityisld precintd un wmexim,dupd

sre 86 evidenyiszd o scudere bruscid a vitezei iniyiale cu cregte-
rea concentrayiel apei oxigenate peste 1645010 M.0e01 sistemul
bnximatic respectd o cineticd de tip uichaelig=lienten le concentra=
vii wai mici de 16,5.10’5M de 8pd oxiysnatié,iar ls concentrayii mai
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Tubelul 19 = Ueteruinarea vitevelor inigisle de oxidsre 8 pirogae=
loiuiui in funcpie ve concentrayis dpei dXigenateyls

- 108 =~

diferite concentrayii constante de pirojzalole

B o= 2,96000 0 3 pl = Gp0 3 2 = 25%C

)
tpi:o;alol°1°37 cydoa.xgzi 1/0;,&02.10"3 v‘.Lo5 l/vi.lo;si

% i ' sk i.s

4900 Ye 741 09403 79292 09123

1y 988 04077 B ULE 04147

luy4/o 0,0007 by Yo 0,116

<l X0 0y 0455 Qe 583 Cy106

279450 0y 0504 Yp 3l 09107

S2e940  0,0304 97t 0,102

o . 4 . v
1/ Vi E l.l)dolo * dl.ﬁ?.l/(f“dod

(] r -0.'7'64

v = U.b,oolo-slcs-l

anx

Ky = 1439420721

e Ly 474
Y 741

leg Y |
1'.). 4?0 .

<1900
274450
Sy 240

L Oglo4

0y103
0,077
040007
0y 0455
04 0004
0,y 0504

l/vt = l.O/&olO + Jl.“Ool/CHgoa

B9 950
7402
/9025
/9900
74277
04932
Y8
o I m 0,985

Viex ® Y032941072 e8

V9ddlY
0y 142
091311
091256
0y 13574
0y4405
09149

-1 *

Ly = 299266207 i

ARY.) Qolt 74
Do 741
12,988
10,470
&1,960
e/yid0
224 9h0

l/lvi = ‘..%7010“ + 6.0501/3& N

Oploh 4y 806
09103 49902
00077 “0995
090007 by 992
00455 4qel02
0y 050k 44125
0y 0304 39930
r = 0983

K.

ve

nax
+. ® 3p08.d0
d.

042055
opcol
092002
092003
0,227
09242
09254

‘@ y0t7410 2,5

i
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. L | L
0 005 a s

‘/CH‘O’ ‘10'3’ M"

Figedl = ldndsrizirile ninewvavereurk l/v1 = £(1/C;, o, deveutru
1,0,
piropslole(i) C

virog = 490 Wi 3 () Cnirog = 5925t 3
(3¢ c X

pirog = 2,0 mi § (&) Cyirog = 1l¢b
uari se evidengiszd tenomenul de inhibigie b enzinei, rodus de &pu
ox1endtaelunoscing concentiagia e agd oxiyenatid limitd, i cone
stzats 1.h-elis,se pJoste daternins constznta de inhivigie by ve
bacza rel-gled

[b] = V L’\m ] &1
1@ obgine puatru Kl 0 vaivare 3

Ky = 0,70 o 1077

sorgaundiia c¢in Jrolic COraspunzZitoule uneli Concuitloyil
de opé oxigensta mai mici decit 16,910 .« sint paralule,penru
diteritele concuntragil constunte de piro;udolyrept ce coasti-
tuie un orgussnt in ravourcs unui mecsunist de oxidare eazimeticd
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de $ip ping=pong,0e poste £i reprezentat sub urmatoarea formd

~ratiel
Ha0q //;}0 n§¥l\ j? ng: ///ro
HRP  (HRP..Ha0,) Q1 (CI...PhOH) CI (CT...PhOH) HRP

Pe bszs datelor expoeriuentnle,se propune urititoares sochead
de reacyle poentru oxideres enzimsticd a8 fenolilor cu apd oxigenatd
91 peroxidegid :

J RS ——— ey

On - ke
H2042, k4 C] +_PhoH, ka __ CI +Ha0a, ke ol

1_ +PhOH, ka J

leve yopchuzli 8gupra ejjminiril enzimptice o
Lenolilor din opd ppdn Qxidsre 9psinsticd

le =i elovorat o metodi de obginire gi Ce puriticare &
poroxidozel ¢in hreune.irurificarea avonsatd a8 extractului snzimae
GiCc sSe reallzeazd prin gsl=cromstoyrayrie pe Gephadex G 75

2. S=a studiat oxidares unei serii de 30 de fenoli,ou.spd
oxizenatd gi peroxidugl,in scopul elicinurii lor din espele rezie
wuile,gi Seun uveterminat psrumetrii optimi ai rescyied : pH,cone
centraglo evazigeisconcentragia aped cxigenute gl concentragis fee
noiului.

Je S=a 8tubilit existonya unor relayii intre strustura
fenolilor g1 elduinsrea lor din apd prin oxidsre ensimatici.

4o L=a ucaonstrat cd,prin cuplarea reecyiei de oxidsre
enzimsticd v lenoiilor ou coagularea cu suliut fuvros,s8e reslizes-
28 0 eliminare svuneatd » fenolilor din spe.

2« 3= studiat oxidures fenolului cu apd oxigenzatli i exe
tracte envimstice orute obyinute in laborator,gi s-8u obyinut ro-
de de elinminsre ‘90 % o

Qe U=a @fectust studiul cinetic al rescyiei de oxidsre
enzimeticl pentru o sorie de Y fenold,prin netoua epecttorotome-
tricéd §A metoda teruiocd.S-a demonstrat od metoda tormicé poste £1
utiliz:td ca metodd de investisore in studiul cineticii reacyiilor
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enzimatice :

a) Pentru sistemul fenoleapd oxigenatiep:roxidszéd s-au de-
terminat vslorile energiei doe activere 59,31 ale variayiilor en-
talpiei gi entropiei de activare aH* , au™ . .

b) 9in studiul viteselor de reacyie in funcyie de concen=
tragis substratulul &romatioc,ls uiferite plieuri,s=s deuonstrat ci
lonid de hidrogen manitostd o inhibigie necoapetiviva asupra sce
tivitigil enzimei.Totodstd,s=au deterninat valorile pK]..QB 8l
pKa es pentru ionizureu compusului 1 i cospusulal 41 in tiapul
procesulud.

c) uv=an detersinat constasntele de vitezd k; 41 s=23 stabi=
1it cid ces wal more resctivitate fapd de sistenul apa oxigenati=-
peroxidezd o prezintd hidrochinona,aldturi de o=sminoienol gi
pirogzslol ¢ compusul cu reactivitate minimd £iind o=crezolule

d) utudiile eiectuste asuprs dependengei vitezei inigiele
de reacgie in funcyle de concentragis epel ox.ienstey,au denonstrat
¢4 1o concentrayii uai mari de lb.5.10‘5d.apa oxigenatd inhibd
reacyis enzimatioé,reacyionind cu complexul .iichueliis CII cu fore
marea coupusului IlI inactiv,determininduese totoduti valoares
constanteid do inhibiyde Ki'

6) -8 stabilit c# reo.cyie de oxidare enzimatica cu api
oxisenatd i peroxidazd a funolilor ere loc coniorm unui mecse
nism ping=pong pontru resoyil cu trei substrate,yl s-=a propus
0 schemd puntru acest uecunisme
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2e BLL{LNAREA BNZAMATICA A AMINSLOR AROMATLI.B DIN
APE RL,IVUALE PRIN OXLDARE CU APA OXAGBNATA 81
PRLROXIDAZA /299/

Zele StADALALSS RORODOLRALGE QREARA O SLARADAES A
anipelos arounatige din ool LEAD oxidene ou ARk
oxicenatid od porexidash

Aminele aéomacioo.compu.x caragterisayi printe=o toxioci~
tate foarte ridicatid,sint la fel ca fenolii,substraturi peanteu
peroxidacd.frodugii do reacyie sint in general compugi coloragi
cu masi moleculari mare,practic insolubili in apd,fapt oe ne-e
determinat sd incerciém sd elimindm sminele aromatice dizolvate
in apd prin oxidsre cu apd oxigenatd gi peroxidasi.Studiul s-a
efectuast pe o0 serie de 20 de amine aromatice printre care anili~
n3a gi derivayil ei,naftilamine,bensidina /299/.Lxperimentele au
fost conduse similar ou cele efectuate. in cazul oxidirii ensime=
tice a fonolilor.in toate cazurile studiate,dupéd inigivrea reac-
giel enzinmatice a amesteculul de reacyie,format din soluyia apoasé
@ aminel eroumatice gi apa oxigenatl,prin adiugsres peroxidagei,so-
lugia rezultatd se coloreazé,ocorospuncitor scdderii conceantragiel
aminel aromatice,formindu=se treptat un precipitat,pe cind in ca=
%ul experimentolor martor realizate prin incubarea,tiap de 24 h,

a solugiilor de smine aromotice numei ou aphi oxigenstié,roapectiv

& suinelor sromatice numai cu peroxidasd,nu se formeaad nici un
pregipitat.Rezultd cd formarea precipitatulud gi sciderea conocen=
trajiei emined aromatice din solujie se datoresgd scjiunii concere
tate o vpci oxaenate gl peroxidazed,

Fontru descrierea cantitativi a procesulul de tratare ene~
gimnticd a spelor cu coanginut de smine sromatice,s=a folosit gre=
dul de eldninare 1 sCErv reprezintd procentul de amini arometicd
9l1zinat din apd sub iormi de precipitat,prin roacyia enzimatiod
/29842997 «Concentrayds iniyislé g1 fineld a sminelor sromatice in
solugie s=s ceterminat prin metoda spectrofotonetriod gi prin me-
tods diszotdrii i ouplérii /15/.

Fentru fiecure onind £n parte s-e studiat infiuenys paree=
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metrilor de reaoyie asupra gradulul de eliminsre : plH,concontrsyia
+ peroxidesgei,concentrsyin apei oxigennte,concentreyia sminel aro-
matice,in scopul determindrii velorilor optime F299/.

pH=ul este unul din parametrii,care influengeszé putsrnic
aetivitetea enzimelor,gi de scees s-8 studiet depcendenys gradului
de eliminsre al ewinelor srometice din apd de pll,in domeniul de
' pH cuprins intre 3 - 9.Rezultstele experiuentale obyinute sint pre-
zentate in tabelul <o 3i figura 22,

labelul 20 =« Uependenga grodulul de eliminare al aminelor oromé-
tice ¢e pH.Condiyid : loo mzg/l owind aronstici ,
1 mii Hy0,9 1000 U/1 peroxidagzd o 3 h , 259

pH 550 395 4,0 H¢5 5,0 D545 540 645 7,0 8Byo 9,0
Ccompus Grad de eliminare , 4

Bensidind 9592 9790 9893 Y951 9994 99,8 99,6 9942 99,0 95,8 97,0
1=neft11ominid6,6 97,2 98,5 99,0 99,1 99,4 99,2 99,0 99,0 6,5 6,5
2-naftilamindg,8 97,4 98,2 9646 9990 99,1 99,0 UB,5 96,2 97,6 0,4
0-80n181d108 64,0 65,5 6755 68,4 70,0 70,2 70,5 68,0 6745 3992 0044
n-8nisidinl 68,6 68,8 59,0 6196 5240 4345 3995 3940 38,7 3540 3642
p=andisidinb 77,6 72,4 54,3 5490 5346 53,8 5493 55,1 LDg4 6745 Gty0
Anilind 6597 6293 5945 5196 4645 40,0 3290 3248 33,7 2845 2240
o-giggeni— 3650 32,7 3242 2896 24,2 25,0 25,1 18,6 Y4l 25,1 2540
m=clorani= 69,5 31,6 12,0 l¢& = - - - - - -
lind
o-:§0m3n111- 7958 6193 5895 5496 5243 5290 5148 H041 49,5 40,4 36,2

m-?i::aﬂl’ Bly8 7495 6396 41gD 3342 30,0 2742 2744 27,9 3892 33,0
p-?i::ani- 780 7496 7596 75984 7596 6595 9292 Dlolh 40,9 U434,9 4340

o=toluddind 79,7 73,5 710,y 71,0 70,8 78,5 83,8 83,6 83,4 74,0 7040
a=toluidini 72.“ 77.5 &.8 68'5 %.2 “9.“ “}.9 ‘0’“.0 “3.8 ‘03.'0 4‘.0
m“iﬁoaw 1“.2 10.5 8'3 9.6 10.2 10.8 12.2 12'0 1&.2 1240 10,0

p-ilt:ioani- 18.5 8'5 8.7 9.2 10.6 10.5 10.6 10.3 ld.b 10.5 15,0

o=hidroxi= 76'. 81.2 88,50 76'6 ?5.5 6“'6 %'B %.2 “8.“ 31'8 3040
anilind

m=hidroXxie 53,9 54,2 56,8 7546 97,0 78,8 5648 5590 D445 36,6 1447
anilind

P=hidroxie 79,5 7948 82,0 7992 71,5 6947 78,0 76,2 74,6 6942 68,40
anilind 7
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Se observd cid enzime este activd intreun domeniu lagg de
pH de la 3 la 9.Rendamentele mexiume de eliminare & sninelor aroe-
natice din apd se inregistreagd in domeniul de pH acid : astfel,
pentru l-nsaftilamind, 7 = 99,2 % la pH 5,5,iar pentru m=tolui-
dind, 7 = 82,8 % la pH 3,5.L8 pHeuri din domeniul alcalin,gra=
dele do sliminare scad,dar rémin totugi deatul de ridicste,de 6-
xouplu, 7, = 8845 % pentru l-naftilsmind 18 pil = 9,

rfiocdenyja peroxidaegei.in eliminsres aninelor sromatice a
fost urndritd g4 in funcyie de concentrayle apei oxigenate.in te-
belul 21 g4 fizura 23 este prezentatd dependenta gradului de e
liminsre al l=-naftilacinei din apd,de concentrayia apei oxigenate.
Se observd ci gradul de eliminsre sl l-naftilaminei oregte ou crey-
terea conocentrayiei apel oxigenate pind la 1 mi,dupd care r&mine
conatant, pind la concontrajii de ap¥ oxigenutd de 5 mi,

00t b o 8 ——b—p

%t ~
Rtk
2\70' l/\:
9 eof ~. |
€ sf \\ »
3 ok A X !
8 L

m-

o

o 1 1 i

Fige22 = Influenta pHeului asupre eliminirii sminelor aromatice
din epd sub sctiunes apei oxigenate gi peroxidazei.
Condiyid : oo ug/l amind,looo U/l peroxidasH,
1 mii Hy0, 4 3 by 25°%Ce (1) l-naftilenind 4
(2) w=toluidini y (3) anilink
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Jabelul 21 - Influenta concentrayiei apei oxigenate asupra eli-
nindrii enzimatieo @ l=nsrtilaminei din apa.
Condigil & 02,6 mg/ l-n ftilam:l.na.looo U/1 peroe
‘xidazl § JH 595 ¢ 3 b ,

:{z; CHEOZ Ce Cy 9 Grad de eliminare
mb ng/1 %
1. 0e0 10246 0
2e Oel 8840 14,2
3e 02 80,5 - ' 2le5
4 04 00,7 40,8
Je 0,6 S lt 00y 5
Qe 0.8 15.7 t“+0'7
7. l,0 0.& 991
Be 2,0 0,92 991
e 5,0 0472 99,3
lo. 4,0 1,02 99,0
1. 50 1.71 9805

Gmdn;l de dl'miﬁore, %
5883882888

1 1

| 0 e 0 40
Concentratia cpei oxigenate , mM

Fige.2> = Dependenya eliminirii 1-n££cuom1nei de concentratfia
spel oxigenate.Condigii s loo m%/ gtnamma.
1000 U/) puroxidasé o pH 9,5 4 5 h 4 257C
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Concentragia peroxidasei din mediul de rouacyie Anfiuenyea-
£d puternic reacyia de oxidare enzinaticl a aminelor arometice,vi-
tesa reacflei ocrescind cu cregterea concentragiei ensimei.studiin-
du-se dependenta €liminirid l-nattilsminei din apd de conceantragia
peroxida:ei,s-3 demonstrat cd pentru concentrayii de enzimi cuprin-
86 in domeniul O=l000 U/l,gr&edul de eliminare al aminelor aromatice
din spa cregte proporyional ou concentragia enzimei pind la loo U/1
(cind pentru l-naftilamink de exemplu, 7% = Y942 %),91 ramine con=
stanty,in limits erorilor experimentale,la concentrayii mari de
enzind (tabelul 22 gi fig.c4).

Tabelul 22 = Influenygs concentratiei peroxidazei asuprs eliminfrii
l-naftilaminei din apd.Condigii : 102,060 mg/l l-naftile
amind, 1 mif H,0, ¢ B 5,5 ¢ 3 h 4 25% -

g:; Cpé:oxidaza Ce 01039 N Grad- de elminaz.o
72 me/l %
1. 0 102,60 0,00
2e lo 604 50 40450
Je 25 40,62 00,40
4, 40 18,20 82,20
De 75 6.87 93070
Oe 100 o, 82 99,20
7 15¢ 0,72 99,30
Ge 200 0:77 99925
e 300 0y92 99,10
lo. 4o0 0,82 99,20
1. 500 0,88 99,15
12 600 1,32 98,95
13. 700 1,02 99,00
14, 800 0y 92 99,10
15 900 0,82 99,20
16. 1000 0,72 99,30

Studiind variagia gredului de eliminare la diferite cone
centraglii de emine aromatice,s-a observat od pentru domeniul
0=150 mg/lyeliminsrea l-naftilaaines din apd prin oxidare ou aph
oxigonatd gi peroxidagd este practic totald,fiind meximé la con=
controyii msri de amine (tabelul 23),
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Gradul de eliminare , %
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1 Il 1 1 1 s
0 00 200 300 400 SO0
(peroxidaza)  U/mi.

-Flze2lh = Influenya concentrajieid peroxidazei asuprs gradului de
oliminare a le-naftileminei din apﬁ.condizxéc: 102,6 wg/l

Tabelul 25 = bependenya gradului de eliminare de concentragia
amninei arowmatice.condigil s 1 mic 11202 s 1000 U/1

peroxidand,pind, 5 3h,2

Ko Cy C 7

ug/1 .ng/1 %
1. 10 0,06 9904
2. 25 0420 9942
3. ‘ 50 0455 9943
“o 75 0060 9902
Se lo0 0y 80 99e2
64 129 1025 99¢0
7¢ 250 2910 2846

Concentrayie reziduald s sminei in soluie de.inde gi oa
de concentrayia iniyislid 8 swinei,fiind minimd 1ls concentragii
aicl de amind arvmaticd (de exemplu,C, = 0,06 mg/l pentru o con=
centrayie iniyiald C, = 10 mg/l).La concentrayii inigiale usri
ale aminelor aromatice (125 mg/l respectiv 150 mg/l),Gupd tratae
rea oenzimstiold,in soluyil 96 regisesc concoutregil rezidusle de
compugd aromatioi wai mari de 1 mg/) (1,25 mg/l respectiv 2,1
ng/1),degd gradele de eliminsre se menyin ridicate 1 99 ;. respec=
tiv 98,6 %.
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in vederea uplicarii metodei in practicé,este utild gasires und
reloyii intre elininarea aninelor aromatice din apd prin oxidare cu apy
oxigenatdi g1 peroxicaz#é,gl structura lor.in tebelul 24 sint prezen-
tate gradele de eliminarce din soluyii apoace a unel serii de 2o de
anine srgmotice,prin oxidare ou apd oxigenetd in prezenys pEroxidse
z2i.Jnil compugi,do exeuplu bLenzidina,l=- gi <=nattilaminag,m-hidro-
xianilinas,aint eliminayi practic total din apl, a 97<99,9 %,in
tiap de pentru anilind gi derivaeyil el substituiyl yrucele de eli-
uinare sint mai mici,variind intre 1& v (nitroanilins) gygi 88 %
(o=-hidroxisniling).

labelul 24 = Xliminsres aminelor aromatice di.n apiéyprin oxidare
ou apd oxigenatd gi peroxidagdx

{ompus fi‘opcm C1 C‘ 7 xx)
ng/l ng/1 A

Pensidind 595 101,4 0,2 99,8
l-Naftilamingd 205 10246 0,0 99,4
c=Naftilanind 945 100,2 0992 99,1
o=4Anisidinid 390 99,6 21900 79,0
p=Anisiding 350 98,4 22,00 7746
t=4nisiding 4,0 1l0,4 34400 0940
Aniling 390 10540 36,00 65,7
o=loraniling 3,0 112,2 76,0 3640
m=Cloranilini 340 97,4 3340 6945
o=Bromanilini 340 109,0 2245 79,4
w=Rromanilinid 340 1l0,0 20404 81,8
p=Bromanilini 90 103,6 25,0 75,6
o~ioluidini 6,0 9640 1595 83,65
z~Toluiding 4,0 105,6 13,0 82,85
u="'Atroaniling 350 10,4 87,0 14420
p=Nitroanilini 390 103,0 8640 16450
o=iiidroxianiling 4,0 10040 1240 88,0
n-iidroxiasnilini 590 86,8 247 Y750
p=tiidroxianil ingd 440 100,44 18,5 82,0

x) Condiyii t 1ooo U/1 peroxidasd , 1 mM Hy0, 4 3 h , 25%
xx) la pH optim
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Din dstele prezentate in tavelul 24 se pot trage unele
ooncluzii referitoare la relatie existenti intre gradele de eli-
minare @ anslinei gi derivayilor sdi substituiyl si nature substie
tuentulul prezent in moleculé.Se Obssrvi ci introducerea unor sube
stituenyi cu efect inductiv donor @@ electroni (=CH,),ssu efect
electromor donor de electroni (=01, ~Br, =i, =0Cll5) miregte sus-
ceptibilitatea oxidirii scestor compusl de catre sistemul 8pé O=
xigenati-peroxidaséi,ofectul fiind mai pronungat in cazul in care
acegti substituenyi se afl& in pozifia orto,fajd ce grupares ani-
niocd.introducerea in moleculs asnilinei 8 unor grupiri cu efoct
eleotromsr atrisitor de elactroni,oca,de exemplu,grupsrea nitro,
inhibl reacyia enzimetici.rceste observayil sint in concordsags
ou datele precentate in literatur#d /2to/,conform oirora rescyia
de oxidare enzimetic# & aminelor aromutice este favorizati de o
densitate de electroni méritd la gruparea suinicHd,ce constituie
centrul de reacyie. '

2e3. E)igipapea smjnejor aromatice djp apd prin
gxidare epnzjmatiol gi cooxulare

lxperimentele efectuate au demonstrat cd un nunér mare de
compusi din clesa aminelor aromatice pot fi eliminayi din spd prin
oxidare cu 8pd oxigenatd gi peroxidazid.Totugi,unii compugi ca ani-
lins,cloranilina o=anisidins,sint oxidayi numsi in proporgie de
60=50 %.In aceste cazuri,produgii de reacyio au msse moleculserse
mai mici gi sint pergial solubili in apd.fentru a8 realica o epu=
rare avensati a acestor ape,s=8 incercat utilizarea unei metode
combinste,ce constd in oxidares ensimaticd primard 8 solugiilor
apoase ou conginut de enine aromatice,urmatéd de coagulere cu sule
fat feros & suspensiilor resultate.Lucrindu=-ge in condigiile op=-
time,deterninate experimental,s-a obyinut pentru anilind,o-hidro-
xisnilind,o=-cloranilini gi o=-enisidini grade de eliminare de pina
la 98 % (tabelul 25),91 o-a realizat gi eliminarea totsld a proe-
dugpilor de reacyle,soluyiile finsle obginute,fiind limpezi gi in=-
colore.Aceasta se explicd prin adsarbgis 91 coprecipitarea coa-
pugilor eromatici dizolvayi in apd cu macromoleculele produsilax
de hidrolizd & coagulentului.dengiondm ci aminele aromatice nu pot
£41 eliminste din apd numai prin coagulare cu suliat feros,

In experimentele urmitoare,s-au utilizat,ca gi catelizstor
in reacyis de oxidare enczimaticl a l-naftilaminei,preparatele en-
simatice brute gi purificate obyinute in laborator (tabelud 26),
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‘‘abelul 25 = Ificienya elimindrii aminelor sromatice prin
oxidare enzimatici i coagulare

Compus Ci C:) 7 a) Czﬁ) ?.bf
ng/1 wg/l - % ng/1 ; 4
Aniling 10546 36,0 65,7 446 9546 .
Anilind 1050 = - Y64 82
o=tiidroxianilini 1o00,0 12,0 88,0 1Y) 9645
o=Cloranilind 112,2 7640 36,0 8yt 9245
o=bnisidind 99,6 2140 750 1,8 97,8

a; Concentratie finald gi gradul de eliminare dupd oxidare
b) Concentragis finald g4 gradul de eliminsre dupéd coagulare

Tabelul 26 = Tratarsa solugiilor l-naftilaminei cu extracte en-
zimetice brute gi purificate..ondiyii s 1 mid H 0o
PH=5,5,259C,3 b

1)) )

Freperat Active C Ca)' 8) cl ’

enzinatic totald 2 £ 10 % 4
U/l og/l wg/) % g/l %

Peroxidasé Merck 24697 10040 0475 99425 0430 - 99,70

Extract hrean 204,7 100,0 1,40 938,00 0,32 93,68
Lxtract hrean 2olte7 10000 0,88 99,12 o0p30 99,70
purificat

bxtract gulid 26“.5 100,0 1'5 98.50 1.50 98.”

5@ observd ci,indiferent de natura preparatulul enzimatic
utilizat drept catalizator in reacyisa de oxidare,dupd 3 h de ree
actie se obyin grade de eliminare ale l-naftilaminei din apd ou=-
prinse intre 98,5 = 99,2 %

Ze#e COOCAUEAAL BQUPFS OMARAQGFAL ODJADELACO 8
SRINeA0L Sromsticq

din cercetidrale precentate in acest capitol,se desprind
urnédtoarele conciuzii i

le S=u elaborst o metodd genersld de tratare a apelor ou
conginut de anine aromutice Lrin oxidare enzimaticd cu aplh oxige-
nBtd g1 poroxidusd,urustd de coagulare ou sulfat feros.Coegulares
cu sulfat feros a soluyiilor oxidate ensimetice in prealabil,duce
l8 médrirea gradelor de @liminere a aminelor aromatice din apid cu
10 = 30 %yd8toritd fartului od se realiseasd gi o eliminare &
.conpugilor dizolvayi in ap¥ prin adsordbyie gi complexare,
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2e S=au stabilit parsmetrii optimi al reacyied de oxidare
enzimaticd 8 aminelor aromatice : pil,coacentragie de substrat,con=-
contragia apel oxigenate gl conceuntrayia peroxidazed.

3. =8 demonatrat existenga unei rolayii intre structura
aminelor aromatice i cliuinarea lor din &pd prin oxXidsre enzimae
ticd.S=a aratat cd substituenyil cu efsct inductivy,sau electroumer
donor de electroni wmaroso raactivitatee anilined fapd de sistemul
apld oxigenatEé-pecroxidazé,in timp ce¢ substituenyii cu efect elece
tromer atrigator de electroni 0 micgoreazi.
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3 S;I.’UDI.J. 81 CLRCETARI 0.6 RATIVL ALL ELLGINARIX
PEGOLLLOR UI auliiLOk ARUwALAGE D4R AYA PRIN
OXadaudss N2 OdsT ACA gl JRARE BAOLOGICA 931 OXLUARE
CU HAPOULWIRAD I S0UAUaBIOXID DX CLOR 81 O0ZON /'jd_l/

Posivilitates eliuindrii fenolilor 31 aminclor aronatice
din apele recidusle piin oxidare enzimeticid cu apd oxigenatd gi
peroxidasé deschice perspective nod in tehunologla apelor..etoda
poate £i aplicati,ca o treaptd de epurare avansatiy,in fluxul
tehnologic de epurare a apelor rezidusle din industris organiocd
do sintoezd.

In acest sens,s8-a considorat necessard comperarea metodei
de eliminare enzimstic# a fenolilor gi aminelcr aromstice din
ape,cu unele metode aplicate in prezent in tehnologla epurdrii
apelor rezidusle s epurerea biologicd si oxidarea chimici.

Cea mai rdspinditd motodd de epurare a apelor reziduale
impuriiicate cu fex0ll gi amine aromutice o constituie epurares
biologicdl.luncyionarea gtagiilor de epurare biologiod ridicd insad
unele probleme,datorate pe de o parte,faptului cd un numdr mare
de suvstange organiceyinclusiv fenoli gi amine arouatice sint
greu biodegradabile gl toxice pentru wicroorganisme,isr pe de
alta parte,roducerii proceselor metabolice cere au loc in tiupul
epurdril la temperaturi scdzute.

tenolii gi swminele aromatice pot £4 ined eliminagi din
apd,cu randsmente ridicete,prin oxidare cu apsi oxigenatd gid
peroxidagzh.

Dlentru a putea studis posibilitatea aplicdrii in practicd
& reaoyied de oxidare enzimaticd a fenolilor i awminelor aromatice
in epursres apelor rezidusle,s-a8 urmarit coaparativ eliminarea unor
coapuyd aromatici din aph,prin oxidare enziwaticd cu aph oxigensti
51 peroxidessl gi prin epurare biologicf.ln scest scop,solugiile aine
tetice de fenoll pi axine aromatice ou fost oxidate enzimetic,ou
apé oxigenatd gi peroxidasliyin condiyiile optime determinate expe—
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rimental,in modul .descris in capitolul l.2 gi s=eu wrmirit compa=
rativ rezultatele cu ale epurdrii biologice.

Bpurarea biologicH a soluyiilor compugilor sroustici s=a
reslizat intr-o instolagie de epurasre biologicd realizati in ls-
borator,cu alimentere 51 serare continua,previazutd cu sistem de
recirculare continui a nimolului gi cu teruostatare.Sea utilizat
un néwnol activ provenit de le stayie de epurere s oragului,care a
fost sdaptat perntru fiecare compus aromatic in perte.(oncentrayis
de n#mol activ in instalafle,detercinatd experimental,a fost de
aproximativ 1 g de ndmol umcat pe litru.coiuyiile de alimentare a
inatalayiei de epurare biologicd conyin,pe lingéd compusui aromatic
ce urneagd a fi supus epurdrii biologice,si substange nutritive
care asigurd necesurul de C,N,f,91 snume scetat de sodiu,uree,fose
fat dipotasic.lebitul ce eliwentare al instalagiel a tost reglat
in aga fel incit sd& se asigure un timp de stayionare in vasul de
aerare de 8prox.5 ore.kfluentul instalayiei de epurare biologici
8 fost analiza% din ord in ord,pentru determinarea concentragiei
regiduale de compus arometic neepuraet gi a incidrcaril organice
totale rezidusle.

Concentragyia inigield gi finsld 8 fuenolilor g-a deteruinat
p2in spectroscopie UV gi prin metoda colorimetricd cu 4-aminoantie
pirind /15/,48r cea a aminslor arouwatice,prin spectroscopie UV gi
pria metoda diaszotarii gi cupldrii /15/.Carbonul orgsnic total
(20C) s-8 detorminat la un analizor de carbon organic total tip
Beckmen.

in studiul efectust,s-au urzérit doud aspecce t eliminares
comparativd 8 unor fenoli ¢4 emine sromatice din apd prin oxidsre
cu apd oxigonatd i peroxicasd g4 prin epurare biologicd precun
gi influenga teumperaturii asupra elininirii fenolului din apd prin
oxidsre enzimaticd gi epurare biologicd.lFentru 8 putea studia u=
tilitstea reacyied de oxidare enzimaticd 8 fenolilor gi eminelor
arcaatice,in tretares apelor residuale,s-s uroirit coumparetiv e-
licinares unor compugi arcmatiol din apdé,prin oxidere enzimaticd
ca apa oxigenntd pi reroxicazd gi prin epurare biologicd.kezulta=
'¢ele obyinute sint prezentate in tebslul 27.

Se observd cé prin oxidare enzimaticé compugii studiayi
sint eliminayi din apé cu randamente pind la 99,4 jserrin epurare
biologicA fenolul este eliminat,in condifiile experimentului,ou
randswent de 85 %,in timp ce o=clorfenolul este eliminat cu un
randsment de 21 %,iar pentaclorfenolul si snilina ou randsmente
de 1o respectiv 8 % (fayli de randamentele de eliminare de 98 % ,
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82 % gi respectiv 66 % prin oxidare enzimatiocd).Totodatd,la trata-
rea biologicd & anilinei gi o -nottilaminei,se observd in timp o
schimbare a8 aspectulul namolului activ = dispsriyia speciilor de
sicroorganisme active,aparitie ciupercilor filementoase,precum i
o0 cregtere rfoarte pronunyaté a 1'0C (pind la 4000 mg/l),cees ce se
poate explica.prin secretarea de metaboli{i in mediu ¢e cidtre mioc-
roorganisme.ce observé cé anilina i o -paftilamine sint toxice
pentru npmolul activ gi epurares lor ir condi{iile date nu se pok-
ty reslisa,

Tabelul 27 - hliuminarez unor feroli si amine aromatice din apd
prin oxidare onziuaticd gi tratare biolobxcé

1) Condigii : 1 mi W, LUps100 U/ peroxzdaza.ph optin, ?s20°C,ta3 ore
2) ondigii t 1 g subssvangd uscaté/lgmzao Cstiop de contact 3=5 h

«wetoda de vliminare

Conpus xidare enzimatical) npurare biologinaz)
Cy Cp 7 T0CL TOCL Ypos C4  Cp 7 10C4 TOCE Znoe
mg/l wg/l o ooe/l ug/l A uwg/l wg/l 5 wg/l mg/l B
tenol 119,2 10,3 91,2 130 50 61,5 83,6 12,5 85,0 260 120 55,8

o;olo{- 90,0 1,75 98,0 112 38 66,1 129 101,8 21,1 260 115 55,0
end

Fenta= 100.0 18.0 3"-.0 86 32 04.8 102 ")1.8 lo.o 245 125 19'0
ciorfenol '

Anilind 105,0 3540 65,7 124 42 66,1 100 92,0 8y0 205

L=nafe 10290 0,0 Y34 135 28 79,2 1ok 1ok = 200
tilamind

Ue desprinde de aici councluzis cl meboda de elininare 8 fe-
nolilor gi aminelor aromatice din apele rezidusle prin oxidare ou
apa oxigensatd in presentya cataliticd a peroxidazei este suparioars
epuririi biologice,prin faptul cd ea poate fi apliceti unui numir
ware Ce couwpuyl organici ain aceste claseyprin aceasta metodl se
pot elimina $1 compuyi organici zreu biodegyradabili,cum sint clor-
foenolii,bau Goxici pentra microorsanisme,ce (e 6xe. oL -naftilamina.

reitru a studla influenga temparaturii asuprs vliminirii fe-
nolulul prin oxidere vnzimaticd cu apl oxigonavd §1 peroxidazd,re-
spectiv prin épurare biologicHd,s-au determinat randamentele de eli=-
uinore ale fenolului din apéd prin cele doud procedee,la temperaturi
cuprinse intre & - 25° .5-a ales acest domeniu de teuperaturi ine
trucit ecestes sint tewmperaturile la care sint explostate practis
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instalagiile industrisle de epurare biologicd @ apelor rezidusle,
in condiyiile climctice din para nossird.{ezultetele exporimentoe
le obyinute sint prezentete in tabelul Zi.

labeiul 28 « intlusinga tcuperaturii asupra eliminurii fenolului
din spd prin oxidare onzimaticd gi epurare biologicd

wetoda de eliainare

Tewp Uxidare wvuzimaticd : Lpurare biologiod
o
Cc . ~ ey - : - .
(’1 Ce M T0C1 TOCE 71‘00 Ci Cf y T0C4 T0CE ZI'OC

ug/l  wg/l % ug/l mg/l A ug/l us/l 7o ug/l mg/) %

8 1lY,2 21,8 81,7 130 75 42,3 83,6 47,1 43,5 260 195 21,2

15 11942 13,8 &8,4 130 70 45,1 83,6 25,9 GHe4 260 100 3645
20 119,2 10,9 70,0 130 90 53,8 £3,6 12,5 5,0 260 120 55,8
25 119,2 10,3891,2 130 50 61,5 83,6 0,100 9,8 260 85 67,3

Ge observi cd reacgis de oxidare enzimaticd 'nu este influae-
enyuti sensibil de temperavuri.sstiel,rancavientul de eliminure al
fenolului din api este de 3J1,2 % la 25%,respectiv de 61,7 % la
8%,

in schimb,epursares biologici este putarnic influsnysti de
variagia teupuraturii.sstiel,dsca ls 25°c fenolul este eiiminat
ain apd de cutre aicroorganismele din nidmolul activ cu un randae
ment de 99,8 /18 9 rendsmentul este de numai 43,5 jies.ficienga
pro.esului scade cu mei mult de Yo ,» le scuderes temperaturii de
le 25°C lsu 8°C,fapt ce se datoreaz¥ incetinirii processlor meta-
bolice 8le wicrooryanisselare

Razultd cd metods 2aszimaticd de elininare & fauolulul din
apl8 cos%e superioari celel tiologice,la teampersturi scézute. .

3e2e Lipurarea conmpuprativf s apelor rezidusie cu fa10l4

8mpin3 argoatice or xicdara enzjinat

exddage cu oigoclordt do godiy

cercetirl recente se reteri la vtilizorea hipocloritului
de godiu in epurarca apelor reziduele.

ornind de Lu acuste consicuruntesycercatirils nosgtre au
fost orientate gi in direcyia glioianrai feaolilor gi swinelar
arcuatice din upe .rin oxidare cu hiioclorit ue sociu,3i @ compe-
rerii rozultatelor ovgyinute cu cele ale cii.inarii fenovlilor gi
sminclor arowatice prin oxidare cu épa oxizenatd g1 purovxiduza/Zae/
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Oxidarea coapugilor aromatici cu hipooclorit de soaiu
s=a realizat prin ameatecarea unei soluyii apoase de coapus
organic de conceutrtyie 1loo mg/l cu solugie apossd de hipo-
clorit de sodiu,la diferite phieuri gi rapourte wolare de hi-
poclorit de sodiu : fenol.Clorul ectiv din solugis de hipoclo=
rit s-s determinat prin titrare cu arsenit de sodiu in mediu
slab bazicyisr clorul reziduel liber s=a determinust prin titra-
re cu o soluyie da wetilorenj /2b5/.

P’rima etapé 8 studiulul efectuet 8 constet in determi-
nares parusmatrilor opuami ai reacyield de oxidare & fenolului ocu
hipocloriv de sodiu,yi anume pll gi raport molar hipoclorit de
sodiu ¢t fenol.

Pentru a detuwrminn valorile pHe-ulul optim sl reacjiei de
oxidare & fenolului ca hipoclorit de sodiu,s-a studiat dependen-
8 randesmentului de elimivare sl fenolului din apd de pH,in do=-
meniul de pH S-lle.Rezaltatele experiamontale sint prezentase in
tabelul Y.

labelul &9 = Vepundenya rundsmentelor de eliuiansre a fenolului
prin oxiaare cu hipoclorit de sodiun,de pil
Condiyii s concentrayie fenol inigiseld t lol mg/l,
10C dniyial s+ 120 mg/l,raport moler NaClO:tfenol=5sl

Nre pH crenol elim.fenol Tocfinul reducere TOC
aet £1nald % ag/1 % ‘
. ug/1

le g0 96,29 5960 i20 0

2e 645 73475 27470 115 4y34

3e 7,0 Y2480 28,62 . 115 4,34 .
4e 745 65427 30400 115 4yS4

2¢ . b0 47475 53420 llo 8,70

Ge Ee5 75424 26425 118

7. 990 98,07 33426 125

Be 9¢5 68,07 33426 120

Je 10,0 50,728 41,10 120

lo. 10,8 95408 ©y20 125

Din Gstele prezentate,se observd c& pH-ul optim al reac-
glei de oxidere s fenolului cu hipoolorit de sodiu aste 8,0,cind,
le un raport moler Na:lO:fenol = 5t1,8@ obyine un rancament de
eliuinare a fenolului din apd de 53,2 Z.Soluyiile rezultate nu
conyin clor residuasl liber..\e observd de ssenenea ci randamentul
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de reducere al cédrbonului organic totel (TOC) este foarte mic,va=
riind fntre O gi 8,7 %.5e desprinde de aici cuncluzis cid,prin oxie=
dayea fenolului cu hipoclorit de sodiu se obyin produgi de reacyie
solubili in spi.

ln continuare sea determinst Gozs optiua ce clor activ,vae
r1ind raportul molar :1aClO:fenol intre lil $i 30:ile

Rezultatele ex;erimentale obyinute pontru o solujle de fe=-
nol cu concentratia iniyiald 199 mg/l,cu un P0C de 115 mg/l,la un
timp de reacyie de 24 ore gi pH &,0 sipt prezentate in tabelul 3o,

Tabelul 3§ - Détarminurea dozei opbims:de hipoclérit de sodiu

fre rapemolar Cpon oo Tfenol T®final T.0c Clp rezidusl
ort Cl8cbiy r;;?ia % mg/1. % g/l
de 111 94,72 10407 llo 4454 -

2e 231 v, 30 32,98 llo 4454 -

3% 3:1 004 54 34,72 llo 4434 -

he 4 : 2 09y 50 31466 105 8,67 -

Se 512 B2y05 58,58 105 8467 -

6 611 57+59 83454 lo5 8467 -

7. 8111 22,67 77433 105 8,67 -

8 10181 49,00 8ly00 105 8,67 -

Ye 1511 1 d0y40 83400 lo5 8e07 090245
los 208 1 14420 85480 105 8467 0,0820
1. 3031 L2400 88400 105 8957 041525

Din datele prezentate,se observd oresferea randamentului
de eliminare a fenolului cu cregterea dozei de clor activ.nstfel,
le un raport wolar Cla activ & fenol = 30:1l,8e inresistreazd o
reducere a concentrayiei fenolului de 88 %,08re corespunde unei
concentratii rezidusle de fenol in spd de 12 mg/l,5i o soddere a
TOC de B.b %e.Ain aceste condigii,concentragia ciorului liber pre-
gent %n solugie este de 0,1525 mg/l.

Deoarece reduceres TOC nu variaszi in £uno§10 de doza de
olor introdusi gi pentru a evita prezenya in solugyiile epurate &
unor ocantitdyd wmari de hipoclorit gi clor,se zloge ca raport molar
optim 012 s fenol = 10 1 1l.

in continuare s-su oxidat cu hipoclorit de sodiu diferite
aolu;ii de fenoli si suine sromatice,la valorile parametrilor oOp-
timi Cetorainst4i experimentsl,in scopul studierii eplicabilitdyil
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metodel g4 el compararii ou oxidares engimaticd.leszultatele obyi-
nute sint pregzentste in tabelul 31.

Tabeiul 31 - Lliminasres uuor compusi arometici din apé prin oxie
dare enzimaticd g4 oxidare ou hipoclorit de sodiu

Compus Oxidare enzix::at:.i.c.!ia7 Oxidare cu Nacmb)

C4 S 7 %o C4 Cp 7 Tqop Clpliver

ng/l wg/l % p ng/l mg/l % % ng/1
Fenol 119,2 10,3 91,2 61,5 100,0 17,5 &5,0 4,3 =
o=Clorfenol 90,0 1,7 98,0 50,1 101,0 12,2 87,8 3,8 0,125
p=Clorfenol 1llo,4 8,2 92,6 4,2 99,8 13,2 60,8 92 0,465
o=Crezol 102,00 1995 93,0 55,6 102,11 27,6 2,4 4,2, 0,485
Anilinid 105,0 59,0 05,7 6891 180,46 2Ly5 75,0 347 0,520

a) Condiyiile reacyiei de oxidare enzimatic& : 1 mM qoa,looo U/l
peroxicaza,pH 4,0 (1enol o-cresol.o-clorfenol)o5.0(p-olozfenol)
6.o(unil1né).65 Cy

b) Condigijile da n»acrie pentru oxidarea cu nipociorit : pil B.o.
report molar Cl, Activ ¢ fenol = loil, Zh , 25%

vin datele prezentute &8 observid ci,prin oxicere cu h:.po-
clorit de sodiu & soluyillor sintetice de fenoli si smine erome=
tice,se reslizeazd runcemente de eliminare a compugilor aromatici
din apd destul de ricicate,variind intre 75 gi 88 %9 in tunc;t'o de
naturs cowpusulul organic supus oxiddrii.fotugl,iucércarea o:éa-
nicd 8 apel rdmine la velori ridicate,realizindu-se o reducere a
TOC de numai 3-8 |

Comparind rezultatele obtinute la eliminarea din apd a com-
pugilor studiayl prin oxidare cu hipoclorit de sodiu,respectiv cu
apd oxisgenstd gl peroxidazd,se observd cd oxidares enzimatiocd este
superiosri,realizind urade de eliminsre a compugilor din apit de
»ind la 98 ;51 randatente de sciidere a8 TOC de 60=70 %

e3¢ Cergetdri comperative cu privire le elininares

fenol i) ] a e din s

oxjdaro snzimaticd si oxidare ou dioxid de olor

in cerceturile noestre,s-a stwiist elimirnerea unor fenoli
91 soine arometice din apd prin oxidare cu dioxid de clor.S=su de-
teruinat vsiorile optime ale pl-ului yi raportului molar Cloztfonol
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81 B8=3u conperat rezultatele cu cele obyinute la oxidures enzimaw
ticd /302/.

Dioxidul de cior s-a obyinut In laborafor din olorat de
potasiu sl acid oxslic. La 60°C /306/ 3 guzul format s-a absorbit
in apd rece.Concentroyis dioxidului de clor in soluyie obyinutd
8=a determinat prin nmetoda cu iod-iodurd /307/.0xidares solugiilor
sintetice de fenoli gi amine aromatice cu cioxid d8 clor Se-e reae=
liza¢ prin agitesre,ticp de 3 h la 25°C.D1n timp Sn timp s-su luat
probdbse, pentru determinerea conceantrayiel recicdusle de compus arowée-
tie,vespectiv de dioxid de clor,si a carbonului organic total,

Fentru deteruinares pt-ulul optim Jo rescyie s-a lucrat in
modul descris eanterior,dar ls pHéuri variind intre 4 « lo gi la
un report molar Cl0,:fenol = 2:l.Rezultatele experimentale sint
prezentate in tabelul 32.

.

Tabelul 32 = Detsrwinarea pHeulul optim al reacgiei de oxidsre °
@ fenolului cu dioxid de clor

Nre  pH G0 elim.fenol TOC  FIC  C10, rezidusl
°rt  wgn 4 me/l i g/l
80le.iniy. 113,48 - 100 - -
1. 4420 740 93,8 loo - 04076
2e 526 4983 95,7 95 50 0,054
3 6,46 548l  Uoe6 95 590 09065
4o 7920 4417 96,3 95 550 04065
5¢ 8,19 4,28 9642 % 10,0 0,065

Oe . 890 2969 9‘097 % 1040 0y 054

Din datele obyinute se observa cd prin tratarea cu 0102 80
obyin randdusnte ridicate de elininsre & fenolului din apd cuprinse
intre Y3 « 97 ipyrancamentul maxim £iind obyinut 18 pH = 6,5 § valo-
rile TOC sint insé fosrve ridicate (reducerea i0C-ului £iind cue
prinsd intre Y -« 10 x),fapt ce se explica prin aceea ¢d produgii
de oxidare ai fenolului cu clor réamin dizolvaeyi in solugie.iu se
‘realigeagl in aceste condipyii o oxidare totaeld s fenolului la coa
94 HyOpcd © oxidare purgyiald,probabil la chinond.Concentrayia (10,
residual in soluyie este mare (0,05 = 0,076 ¢/1) 1 intrucit cone-
centrayis limita sduisd in epd este sub 1 wZ/lyin continuare se va
lucrs cu rapoarte molare Cl0,itenol mei mioci.

Pentru determinerea dozei optime de¢ dioxid de clor,solupii=-
lor apoase de Lfenol de 00NCEALLI8Yie 8LroxX.100 ug/ly0C = 100 mg/l,
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Pl = 6,5,11 se adsugld voluse veriabile de soluyie de dioxid de
clor,corespunsiatosre unor raposrte moiare Clozareuol.cuprinse
intre 0,11l 8i <:l.Rezultatele obyinute peatru un timp de re&g-
tie de 3 ore sint prozsntate in tabelul 33.

Tabelul 35 = Leterwinsrea dozei optime de ClU,

t . 7
b Cpraer”  iger e F D
ng/1

inigisl 113,48 - 100 -
le Opd ¢ ) b, 80 27,24 lo0 -
e 051 1 48460 5711 98 290
3 l1:12 6945 e300 98 290
4e Lpd: 1 4y18 Y04 32 25 590
Se 2 : 1 3,8 96,60 29 50

Se observé cad randamentul de eliminsre sl femolului din
apd oregte ou cregtored ruaportului moiar dloalranol,de 48 &7 7y
pentru raportul molar .10,:fenol = 0,1tlylé 4 ;& pentru un report

molar Cloatfenol lil.ia rapoarte wmolare cloazfenol mail mari de 1),
rancanentele de elaminure ating velori de Y6 jieValorile carbonului

organic total (10C) dizolvet in apdé rédmin inséi ridicate,elimina=
rea 10C=ulul fiind numai de 2 = 5 /se .
-8 8les c8 raport molar optim Clozlfenol raportul 1sl,
la care se reailizeaszd o eliminsre 8 fenolulud din apd de 94,3 4,
corespunziétor unei concentrayii resziduale ae fenol de 4,18 mg/le
La valorile optime de pH gi raport nmolar cloa:fonol =21
oxidat in continuare citiva fenoli gi amine uromatice,in scopul
determinérii randamentelor de eliminare $i al compararii lor ou
cele obginute la oxiasrea aceloragi compusi cu apéd oxigenstl gi
peroxidasii.kezultatele obyinute sint presentate in tabelul 34,
. Din dateie prezentate 8¢ 00B6rvié cu,prin oxiaare cu dio-
xid de clor se resiizeazd o eliminare avarsata & compuyilor tes-
tagli din apd,day scdderva carbonuiul organic total Gin apk eate
nesemnificativéi.i'otodatia,in apele tratate g~2 pus in ovidentgd
prozenga unor specil snorganice toxice”ulué' s 40T $1 217/291/.
Comparipd rezultatele experimentale obyinute 14 elimins=
rea fenolilor si amineior erometice Adin apa prin cele doud meto=
de,se observi suporioritatea metodei ensiuetice,csre resiisessd
stit o eliminare avansatd @ compugilor organici din aph,0it i
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0 reduserc de 6o = 70 % a carbonuluil crgunic totel.

Tabelul 3% « :hliminerca unor compu3l eromatici din ap#d prin
. cxicare erzimebicd 41 oxidare cu dioxid de clor

Coupus aetode o eLim;nure
Oxicare @nzimuticéay wxideyre ca Hlegb)
s g T T Y1 Cg 7 Zzoc
wg/l as/d i o v/l s/l » %
renol 11952 1093 Ule2 61y5 113,8 5,5  U84,3 2,0

0=01Orfencl $0,0 Le79 UBe2 SBel L02y4 792 9293 12,9
P=Cloffanol 1lo,4 %y2 9240 Hig2 Q06,2 12,7 88,0 4,2
o=Creaol L0290 55 93,6 SHy6 10l,0 2,0  Y7,0 Es0
aniling 10540 5940 6597 5031 104,06 4,8 99,6 11,5

l=Nafiile 102,06 0,5 Y9é 79,2 1lol,l 2,2 SH,8 B3
anini

Sette ptucdd ORIDOLIUAYE JRULY proeedeole de @LlindCore 4
fouoliler od aujnolop aerownfice Ui upa Fesidualg
Pria oxjdery JnsigaGiod i @xacsrs cu ozen

Ozonul 8ste un szent oxident decsebit de puternic,s carud
utilizare in epursrés upelor rezidusle cu inciscare orgecics e
fogt foarte mult studiotiéelarcetiirile procesvior ae lsborsator au
urairit determinires condigiilor optime de ozunizare a feavlilorygi
coupararea ¢1icisnyei reacyiilor Gée 51idare CU 0201,0U CUE 8 20aCe
yiilor de oxidare en«imoticid Cu 88 ocxnisensti ;i peroxidasdyin ¢
1iminores unor cowpyuyd orpguiici din ajde

Oxidares wolujiilor npoase de fenoll 31 anine arozatice cu
osOn Se=3 resclizst prin borbotaroa contiinad & acrului osoniieat,ob-
yinut ou un gonerstor ds 0zoNy Intr=0 colouani teraostataté ce cone
yine solugia de compus arouatic de conceatragie 051 5/1 358 pHlady0.
Din tiop Sn t4mD,0=8u luat Drobe,cire- Secu analizat,dupd cdistruge=
ree oronulul ner-scyiouat cizolvaet Irv api,puntru cdeturuinerea ocone-
centrayiel regidusic ue COuUpUS arutMbio, i U cirboroului org;anic
total.( oncentrayis ozonului in gesul de sliuc:tare se acturuind 1a
legires din generstor,prin obsordyis asrulul ozonizat intr=o &o=
lugie teapcmeta de loduré de potasiu (s = 740) g1 titrars cu tio=
sulfateln timpul reacjlei,fluxul de guie oere pirdseyte colosns ce
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contact,98Le trecut Intreun slt absorbur cu lodurid de potasiuypon~
tru 8 se detercins ozoaul nerdecyionate

£rima evapid & studiulul elevotust a constituit=0 deterainte
res pHeului optim al roscyiel de oxidare on 020n 8 fynolulule. =80
abaddzet Bolugli de 1-nod de conceantrayie l/,. ug/lscare 1u fost
osonigateo timp de 5 uinute,in domeniul de Ll 2=11 L2411 3Aanort
molar obzroaol = 1:) (. avelul 35)

1e0elul 35 = Ceteralaurca pleulid optinm al reacyiei de oxidare
cu ozon & lfeuolulade-onceatruyis iniyisld a faaow=
lului = 1745 e/l 4 7 = 5 uin

. mg feaol/l K4 [ 05 ng 03 Oz conLaume rape.a0lar

consduat alimentat consuwst U aiime Uyt fenol
2910 P ) 41471 19419 15,48 G0y 57 1408
<999 oyl 46591 24,491 20419 w2440 1,25
4900 FIRY] P40l 17435 149357 83428 0,8
Dy 78 1ly4b 0990 25992 21,80 Sl4ylo 0997
Ve0H 11455 63,0 2bge2 23475 k09 1,05
7479 15995 Ly 3L 26408 25440 vBeld 0%
By 75 15427 £7426 28920 27451 90451 09 9%
2090 15450 88,07 32,07 31447 95,13 1401
10510 1542 8,11 23495 23040 97,80 0y 30
11933 14475 thy2o 30432 2996 97400 1,02

56 observd ci ruendenentul de eliminare a) fenolului orin
oxidare cu ozon creste cu cregterea pHeului,satin;ind valotres mae
ximd ( 7 = 89531 »)ylu pH = 7,8 la care gi viteza reacylei este
moximdedn &ceste condifiiy98 5 din ozonul introdus in vagul de
reacyie esLe consuwbte

Ja vajoarea optimd de pH determinstd experimentsl,oc-a8 stue
dist rescyaa de ozonizure o fenolului,o=clorfenoclul gi snilinei.in
scopul elimindrii lor cin apl.in figura 25 este prezentatid variagis
. conoentragiel fenolului gi a carbonului oryenic total,in timpul
roeacgiel de oxidare cu Json.se observd o& fau0lul ests oxidat ugor
de ozongconcentrsyia fearodlului residus) in soluyie fiind,dupd 3o
c¢e minute de reacyie de numal 0,9 uz/lyCe corespande unui rancae
pent de indepartare & 1enoluiul din spd dé vHel ~elucurcare@ orgée
nica @ epel,expriuati cu i carbou orgauic totsl (1CC),se nengine
insd 18 valori riuacuie,
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Fige25 = Oxidares fenolului cu ozon
Londiydl : (4 tenol * 11) mg/lﬂ‘oc1 = 115 mg/lipliau, 0
consuu de ozon t 28 mg/lenin § (1) variayia fenolulud j
(2) variagis 0C

Cagbonul orgenic totel incepc sd 8cadd abia dupd 20 w9 mie-
nute de rzacyie,cind fenolul u fost oxidat in proporgyie de Y9 %.
0 reducere s T0C de 3D ;4 se inresistreszid cdupd 75 minute de reacyic.
Faptul od in prima parte a reacyled,valdarsa carbonulul or;anic toe
tel nu se modificd,corelat cu punirda in evideayd,din spectrul de
UVea forairii pe=benzochinonei ( A max ® <45 um) indicd faptul cd,
la inceputy,fonolul oste oxidat de cdtre ozon 1la nucleu,formindu-se
compugid aromatici oxidayl de tipul chinonuvlior.iiuperea nucloului
aromatic,cu formare de molecule orgenice siuple i eliminare,de
bioxid de carbon,insoyitd de o scddere a incidrcdrii orgsnico 8 apei,
are loc 1a timpi de contaot ridicayi.

Comparind rezultatele obginute la oxidaroa unor coumpugi
aromatici cu oson,respectiv ou api oxigenstd gi peroxidsgd,se obe
servd of,la rendemente comparabile de eliminare.a compugilor or-
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ganied din apd,prin oxidare encimatica se realizsszd gi o reducere
pronungetd a incdredril orgenice a apei (i0C)(Labelul 36)..urirea
gradului de reducere 8 T0C prin ogonizare ar insemna tiump lung de
reacyiesconsum mare de 0zom,gi iuplicit,un consua ensrgatic rie
dicat.

Tsbelul 36 = ilinincirea unof 1enoll $i ardne sromvtice din apd
prin oxidare 9nzimetiod $i oxidare cu ozon

Jetoda de eidninare

Conpus Oxidere enzimsticsd) Oxidare ou oson®’
Cg Cp T Ty C4  Og 7 T
ng/l wy/l 3 5% ag/l woy/d 7 %

lenol 11992 1093 Yle2 0L 11045 0,08 9Y,9 34,5

0=0lorfonol  Y0y0 17 YB,0 0951 98¢5 1,2 98,8 2244

Aniling 10940 5090 0997 06,1 101,2 0,8 YYe2 36,8

a) orndipid : 1 i H, Od.looo J/1 peroxidasd,pH oytim.jh,a) %
b) .onddgid 1 pilat,0, 26 o8 03/1.m.tn 0 1o ore 4 25 oc

3¢5« conciuedd conpopative agynre pROQRAQQLQR de_gpuRar9
g.oapoiop rozidusle oy feneld i 2uiDe Sronatine

1. 5-8 stabilit cf wetods de eliminsre a fenolilor gi
aminelor aromatice prin oxidare ensimeticd este superiocerd epus
ririd biologzico,atit prin posibilitatea eplicdrii la temperaturi
scizutey,cit gi prin splicabilitetea pentru 0 (jaméd veriata de com=
puyi aromastiod.Prin oxidare enzimeticd se elimind cu randamente
mord 54 compugi nebiodegradabili ca pentaclorfenolul,gi substan-
ye toxice pentru microorganisme,ca de exenplu l=naftilamina gi
anilina,

2e :lotoda enzimoticd de eliminare a fenolilor gi aminelor
aronetioe din apéd este superioori oxidérii ocu hipoclorit de ao-
diuyatit prin randsnentele de climinsre 8 oompusului srozatic,cit
$1 prin cele realizote 13 reducerea carbonului organic total din
upée

3e Lliminorea enzimaticd a fenolilor gi animelor arowmatice
din apa este comparabili ou.oxidares cu dioxid de clor din punct
de vedere al randauentelor de eliminare a compugilor aromstiod

din 3pd,51 11 este superiocard din punct de vedere al elimindrii
carbonului total,.
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{4, iotoda enzimaticl de eliminare a fonolilor gi amine~
lor aromatice din apd este ocomparsbild ca eficientd cu oxidarea
cu 020N :
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4¢ APLICATII TWHNOLOGICL ALE PROCEDLULUL CU APA
OXIGLHMATA SI PFROXIDAZA IN «PURARFA UNOR AFB
RiZIDUALE 1'3NOLICH

~Fonolii sint principelii impurificatori ai apelor reziduale
de la gazeificaresa cdrdbunilar,distilares lemnului,industris orgeni-
cd de sintezd,gl deoarace eoi sint caractericatd de o toxicitste
ridicati,se impune eliminares lor din apk.Una din limitele metode-
lor uzuele de defenoclsre a& apalor residusle constii in aplieabili-
tates lor pentru domenii limitante 4@ concentrayis.sstiel,unele me-
tode de epurare,ca adsorbyia pe cdrbune activ,epurarea biologiol,
pot £1 utilizate numul pontru concentrayii mici de fenoli,in timp
0@ extracyia ou solventi organici de exsmplu,poate £1 aplicatd
doar pentru apele reziduale caraoterisate prin concentrayii foarte
ridicate de fenold /295/.

Metodas ensimstiocld de eliminore & fenoillor 4din apd,studiis-
td de noi,se caracterigeasa prin eficlenyl ridicatd gi printr-o
largd splicabilitsate,ea putind £1 utilisatd pe dowenid largi de
P i de concentrajie.Pontru a verifics aplicabilitatea metodei
progpuse in epurarea apelor residusle impurificate cu fenoli,s=s
studiat epurarea unor efiuenyi residuali fenolici reali,prin oxi-
dare cu apd oxigenatd gi peroxidasi,urmstd de coazulare ocu sulfat
feros.

4.1. ppuperea apelor Fepiduslo fenolige de Aa 1
fabpicagea fenolulud uriAn procedeul ounen

Probele de apd residualid provenite de la instalatia de fa-
bricasre a fenolului prin procedeul ocumen,impurificate in specisl
cu fenol gi acetondi,au fost caracterisate prin determinarea pHeului,
a naturii ) oconcuntrayieid substangelor impurificatoero.

Ca motode de anslisi s=au utilisat metods gus-crometogra~
fiod /305/,precun g1 netoda bromatometriscd pentru determinares con-
centrayiel fenolului gi netoda iodometricd pentru acetonk /291/.

Analisa gas=cromatograficd s-a efectuat pe un oromstogrsf
tip ‘hrowmatron GCHF 183,cu detector de ionisare in flsoliri,eu in-
registrator Speedomax 64l A.Jeterminsrea cantitativd a fenolului
prin cromatogreric de ges se baseasd pe dependenta liniazd exis-
tentd intre concentrayia fenolului in probd gi aris semnalului
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aromatografic inregistrat,

Pentru determinarea conginutului de fenol din apd,100 ml
de apll acidulatd 1la pH = 2 =« 2,5 cu HC)l se extrag cu 25 ml acee=
tat do etil,printr=o oxtracyie prin ropartiyie fracyionatd,ou ran=
damente do 98 « 99,5 Weixtractele s usucd pe sulfoat de sodiu ane
hidru.-xtractele in acetat de etilycu concentragie necunoscuts de
fenol,dar cu volum bine determinat,se injecteazd in coloana cromse
tograficd,la o temporeturd de injoeotie superioaré cu 30 = 40
temperaturili de fierbere s solveatului.Condigiile de cronstosrae
fiere au fgat * $5njeoyic 120°C 4 bggpictar = 200%C 4 bo0)0ans®
= 70 = 200 C j debit de koze,az0t = 35 ml/min § hidrogen = 2Y
ml/uin ; aer = 300 ml/min j vitezs de inciélzare = 16°/win j; vite-
za de inrogistrare = 2 cm/min ¢ sensibilitatea electromatrului
10 . 108.s~au utilizat coloune lo ;. & 30/.romosord i silanizat,
de 2 m o 5 mmein acoste condiyil,tiupul de retengie al fenolului
relativ la acetatul de etil este 7,0..6 poate constata ¢cd teno=
lul elueazd cu asiwetrie satisfdcatoare pentru annliza cantitati-
vi,astfel cid s~a trecut la standardizares externd a probelor de
concentratyie cunoscutide.in tabelul 37 sint prezentate rezultatele
determinarilor experimentale,iar in figure c6,dependenya concen=
tragied fenolului de ravortul A/V,

Tabelul 37 = Standurdizares externi a fenolulud

Proba conce V b 11/2 Ay Agea A/N
g/ l aom um oa .na mmall

lo 4840 349 13902

le 1,884 1o 43,5 3,0 13045 1834 13434
lo 43,5 3,0 13045
o 1.52“ lo 3005 341 %055 9105 9.15

1o 3000 249 88,45
lo 109Y,0 2,8 30542

3¢ 35200 10 116,0 246 301,6 30440 30,4
10 109,0 2,8 3052
4, 4,048 7,2 1loc2y0 30 306,40 06,0 4245
Se 99526 550 9590 340 28550 26590 5740
6. 1,209 1o 2990 30 92,8 92,8 9,28
7o 0,909 10 22,0 37 81,4 8,4 8,14
Be 04573 lo 11,0 3 5 3845 38'. 5 3,85
Yo 1,394 1o 21,0 32 67,2 6742 By 72
10. 2,600 10 65,0 31 204,6 20446 20,46
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r1g+26 = Dependenya concentragyiei fenolului de raportul A/V

in scest mod au fost asnslizate cele douli egantioane de ape
reziduale fenolice.Din cromstogramele extractelor in ecetat de etil
ule celor douk ape residuale (£ig.27),8e observi presents mei mule
tor impurificatori,din care in concentrayie mai mare se gisesc trei.

F13.27 = Cromatograma extractului in acetat de etil pentru
apa regiduald 1
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Componentele au fost identificate prin comperarea timpilor de re-
tenyie cu cei ai compusilor standard.iceste componente sint
l=acetondi, 2~isopropilbenczen, 3-fenol.

(Caracteristicile apelor reziduale fenolice detorminste ex=

perimental sint prezentate in tabeiul 38,

Tabelu)l 38 = Laracteristicile apelor reziduasle ferolice

Probs pH Concentrayie fenol (mg/l) {oncentra= FOC
. yie acetona ug/
iiotsbromuto= Lategaz ocromé= g/l
metricd tograficd
le 10,45 92145 912,2 lithe2 2420
de 7015 2v0345 283440 1345 3615

T

bin studiile cu privire la splicarea metodei enzimatice
de eliminasre a fenoluluil din aceste ape s-su determinat urnitoae
rele condiyii optime : &) pontru oxidarea cu apid oxigenatd gi pe-
roxidaszd s concentrayie fenol = 100 mg/l 3 concentrayie paraxi-
dazd ¢ 1loo = 1000 U/1 ; concentragie apd oxizenatd s 1 mii j '
pil = 4,0 3§ 2h 4 la 25 oc 3+ b) pentra coebularea cu sulfat feroa 1
Pli = 845 « 9 ¢ dozd de coagulent = 20 mg Fe 4'/J..

beoarece spele reziduamle provenite (¢ la instulaygio ue Ob=

yinsre a fenolulul prin procvdeul cumen se caracterizeazd yrin
concentrh;ii mari de tenol (0,925 g/l respectiv 2,04 g/l).cou@i.
tiile standard de reacyie eu fostv modificate,in sensul waririi
corespunzitoare a conceatroyiel enzimei gi aped oxigenacé.;n OXw
perimentele afectuate s-8 uraarit deterainsrea cantituyii minine
de enzimé,necesard obyinsrii unor grade de eliminare a fenolulul
din apti cit mai ridicate.

wxperiventele efectuste,nentru ceteruinares coudiyiilor
optime de¢ reacyie,su constat in oxidarea ou upé OXigendtd i pe-
roxidozd a unor solupii sintetice de fenol gi wcetond,cu coujyozie-
yie apropiatd de cca d @pel reziduale lyvariind e rind cuntito-
t2a de' apa oxigenutdyrcepectiv de enzindy,aduusztidetesultaotele obe
yinute sint prazentate in tebelul 39.

Din datele prezentate,se constatd cuyla oxidurea enuiuve
tica s apei fenolice,in condigiile unui raport vngiud:fenol = 11l
(U/ug),prin marires concentrajiei epei oxigencte pind 1v un re-
port molar H,0,:fenol = 2:1 8e reaiizeazd g4 crejterea gracului
de eliminare al fenolului din op8.iidrirea rsportulul moler spu
oxigenatd & fenol peste aceagtd valoare nu este insojyitd cée o
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ocrogtere sensibild a rendamentului de eliminsre a2l fenolului.in
continusre,menyinind constant ragortul wolar eps oxigenatid:tenol
1e valoeros ontimd detorminatliys=—2 wmarit concentrsyis enzimei in
amesteccul dé reacylo.Ce observi ch& gracaul de eliminsre sl tenolu-
lul din apd cregte cu cregterea concentrsyieid enzimei pinid la o
valo::re 8 Psp0ortaiui enzanisienol = 2y,7:1yCup8 05re ramine aproxie
astiv constant.idirind insé timpul reactiei de oxidare de lo 3 ore
1o 24 ore (deteruinsres numdrul lo) grosaul de eliuinsre coreyte de
1a 92 » la ¥5,8 %yajunzind,dupd cosgularegla 98,4 ...

Tabelul 39 = Oxzdarea enzimaticé i cosiulares ased sincetico le
Cy fonol ® 9095 8/1 4 Cf yeapong = Le3Y &/1

. ) ~8) “) gb) B)
55% Sﬁﬁiiﬁgnce. zgigif ;:?gol 7. mi72°1 Z “agetona
fenud(u/ug) i1,,0_i tenod ‘

1. iy08 09 4 518,1 44,0 492,0 46,8 Sh2.4
de 1,08 ly2c 33990 6345 32640 ol,5 &18.2
24 1,08 1,50 20Ug2 715 228,0 7543 12646
4, 1,08 1,98 148,6 83,9 136,0 85,3 Eo,l
Se 1,08 Zg Ykt 146,68 olyl 13994 5.4 20,2
Ge 1,02 ‘1498 1ol,4 89,0 94,3  ©9,9 10,8
7e 2516 1,08 &.2 9le0 3244 Gled 290
Ue 2970 1,38 72,4 Ie2 2le3 9645 0,8
e 3,24 1,98 5998 U2,5 <cO0g4 97,8
1o 2,70%) 1,98 38,5 9598 14,2  ub

a) Concentregis fenoludul $i grecul de aliuinare dupd oxiusrsa
enziaatic

b) Concentrayis tfenolului gi gracul de eliminare dupd coagulsre

¢c) Jimp de reacgie 24 ore

in continuorc,epole rocicusle ienolice reale su fost tratae
te pran oxidure cnziuiticd gi cosgulsre,in condiyiile optime deter-
minute experimeatal,9i snume s rsport enziamdifonol = ce/tdyraport
wolor upa Qxigenuvésienol = 2ilytimp de roacyie c4 de ore.lezultoe
tele ex..ramunbele sint prezentate in tabalul 4o.

LEe OLBUPVE Ciyrin oxiasres enzimsticd 8 epelor rezidusle
8¢ Obyin gruce Go eliminsre & fenolulul cuprinse intre 4 gi Y7 %,
31 80 reuliveszd 0 roducere & incurcarid or;8nice & apely,Ixprimata
pPin corbonul orianic totulyvariind intre 65 gi 72 :levupd CoBE5ULI=
roas Cu suliat feros,grudele de eliminsre a fenolului cresg,stine-
3ind valori de 99 % gi se reuiizvaBd 0 SCaGers a iUC de b95=Yl X
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+otodati,din crometogramele extrectelor in scetat do etil sale su=-
pernetantelor de le cosgulare,se constatd dispariyis totald s ce=
lorlalyl impurificatori,ucetons gi izopropilbenszenul.

‘abelul 40 = Ipururea apelor rezidusle fenolice prin oxidale
onzimaticd 91 coagulare

ot 1 teno) cf)i'enol 7% 'za) 023;01 7> "Zg())c
ug/ 1 wg/1 % ag/l '
le 921,5 47,9 94,8 6742 2043 97,8 84,6 .
2o Y2145 40,5 Y596 69,8 10,6 Yue2 68,5 .
30 QB34,0  136,0 95,2 68,4 22,7 9992 9142
4, 2834,0 113,4 99,0 7245 20,8 98,7 89,8
“c) 92145 30,8 9508 00,9
62) 283000 wos?  deub o

8) Concentragia fenolului,yracul de eidminare $i renvamentul de

. raducere a yUWC aupd oxidzrea enziamnticd

b) Concentragia fenolului,;;radul de eiiminsre yi readamentul de
rFeducore a 10( dupd coa_ulare

¢) ape reziduale oxidate dapr necoazulate

Conceatragis rezidusli o feuolului in 254 oste insu wult
prea mare,variind iatre 4o yi i40 awg/l in filbtrele obyinuate dupd
oxidsres enzimatigi,respectiv intre 16 $i 37 a3/l in solugiile ro=
zultate dupd coagulare.lin ucest motivys=e 9fcctuat o oxidare e¢ne
zimaticd in trepte,substrutele celel de a dous rescyil gnzimatice
£iind solugiile obyinute in expoeriusentele 1 = deuvoarece in scest
cezgoconcentrayia iniyiusld o tesorulul este mal nicd de loo my/l,
Seau utilizat concentrayii de vnzimd gi dv apd Ooxiyonsta msi redu-~
8e corespunzdtoare unui rejort eaziwasienol = itly,3i unul raport
molar apid oxigenitd:iienol = lile.ilezultutelo obginute sint prezen-
tate in tabelul 41.

5e observd cd prin epursres in trepte 4 spelor rezidusle
fenolice,se obyin randamente globsle de eliliuwinsre 8 fenolului ain
apd de 99,8 = 39,97 ¥yiar concentrayia reziuuslié a fenolului in
apdl veriszd intre 043 g1 1,6 ng/le.

0 altd variantd de epurare o spelor roziduale fernolice de
1a fabriocarea terolului prin proceceul cumen a constat in diluares
apelor rezidusle,urnsti de oxidare ocu apid oxagonatd gi peroxidasd
91 cosjulare ou suliat forose.lactorul de diluyde s=-a sles in uga
felyincit concencragia fenolului in soluyiile resultate sa se in=

cadreze in domeniul 100 = 150 mg/lepentru care oxideres enzimutica
are aficienga maximd.Oxidares enzimzticé e=s realizat in condigiile
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Tabelul 4l = Lpurerea in trepte & apelor reziduale fenolioce

g: t.:c) c“r!o;i]. ngnol % *) cfznol. YA ® ? ?
mg}l ug/d % og/l % %

l. 20,3 1,05 94,8 - - 99,68
2e 16,6 0y b0 95,2 - - 99, N
2, 2247 0,86 96,2 - - 99,96 °
b 5608 1061 95,6 - - 9909“
Se 3,8 1,18 96,8, 0932 72,8 99,96 -
O . 9047 - 2472 Y740 0966 7547 99,97 -

a) Concertragie fenolului gi gradul de eliminare dupd a doua
oxidare anzimatici

bg Concentrsyias fenolului Jdupld coagulaere gi randamentul coagullrii
Apele ragzidusle ou tost supuse urnidtosrei tehnoiogii s In ekpe-
rimentele l-4 t oxidare-coagulare=oxidare j§ in experimentele
H=6 3 oxidare=oxidare=coagulere

d) Rundamentul total al procesului a fost calculat taid de concen-
tragda feuolului in upele reziduale supuse tratiri

stundard deterainsge snterior,si anume $ 200 U/)1 peroxidasi,
L mi 1,0, o Pl =4 4 5 b, 25%.10zultatele obyinute sint pre-
zentage in tsbelul 42,

Tabelul 42 - Lpurarea spelor reziduale faolice prin diluare,
oxiusre enzimaticd yi cosgulare

Mpa Oy Fector G’ T L N
Spel gy ddlupde o % ne/l % %
b ¢ J2,1 lo 2,8 96495 1,2 99,90 98,70 '
a 98,2 lo 245 97,46 1,05 5840 98,93
1 91e5 lo 2ol 97¢70 1,02 50,40 98,90
il 14447 20 996 $0975 1y8 87,85 98,72
i1 138,2 20 4,8 96452 142 70,0 99,20

1I 12040 24 4,5 96925 1,38 69,20 98,83

a) Concentragia finalid de fenol §i gradul de eliminare dupd
oxidare enzimatich
b) Concentrayia finsld de fenol si randamentul coaygularid

Se obsurvi cd prin acest proocedeuy,fenolul este indepirtat
din apd in proporyie de 98 - Y9 %,4sr concentrayis reaidualk de
fenol este micd variind intre 1 - 1,8 mg/l.Totuyi,datoriti eonsu-
ouiul mere de apd necesar pontru diluarea espelor residusle,nu se
reconandd sceastd actodd pentru apliosre industrisli.
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Apele reaziduale fenolice provenite de la inateslayia de ob=-
¥inere & fenolului prin procedeul oumen au un conyinut de fenol
de aproximotiv 3 g/l,0eea ce fuce neeconomici epursres lor ui=
structiviyce are loc cu pierderi meri de fenol.S=a studiet de
aceea elaborares unei metode de epurare recuperativi,csre si per-
witd recuperarsa fenolului dizolvat in apf.le consté in extraogis
apei rezidaale cu acetat de butil,urustd de oxideres onzimoticd a
efiuentulud upos rezultat.

Sed dle8 € agent de extracyie al fenolulul din apd ascetse
tul de butil deosrece valoaraa coeficientului de repartiyie,deter=
minst experimantal X = 57,78,4incicd o extracyle eficientd a feno=
lului in acetat de butil. onceantrayia acetatului de butil in taze
@D08sl 9=~8 deteruinst prin metods gag=cromatograficd,cu un Cromae=
togral de gaze Chrowatron GCHF Lu8,cu datertor de ionizore in flae
céra $1 inregistrator cpeedomax 68/A.rPsntru aceasta,loo ml soluyie
de acetsat de batil se extrag ou 30 ml scetat de etil prin extrace
vie prin repartiyle frucylonatd.rxtractele se usucéd pe sulfat de
sodiu anhidru.Lxtractele in acetat de etil,cu concentragjie necu=
noscuté de acetat de butilyaar cu volum bine determinat,se injece-
teagzd in coloana cromabtoiraficidyls 0 teuperaturd de injactie sue
porioari ou 30 = 40°C teuwpersturii de fierbere & solventului.( one
dipiile de cremetografiere sint canjocgie = 17°°C'°datector =
= 220% 4 b,0; 0008 * U0 = 200°C,debit de geze : szot - 35 mg/min,
hidrogen = 25 ml/min , ser = 300 ml/zin,vitez#di de incidlzire s 16%/
win,vitezd de inre;istrsre = ) cm/miny,scnsibilitatea electrometru-
lul = 10.108. S~a utilizat o coloand de 1o % UGB 30/Chromosorb P
silonizat, & m X 5'mm.;n aceste coandigii,tiopul de retenyie al
acetetuluil ue butil in rsport cu scetatul de 2til este £,83,

Jeteraminores centitativa a acetastulai de butil s=u reali-
gat prin metods standardizirii interne,arept stsondard utilizindue
8@ ocetat de ciciohexil,de puritate cromatograficd,cu p.t.-.).?6°C.

in tabelul 43 sint prezentate regultatele obyinute la stane
dardigures internd a acetetului de butil,iur in figure 28 este
prezentetd dependenya liniasd s,_/sae a f(ni/Aae).

in scest mod s=a determinat oonceatrsyia acetatulud de
butil dizolvat in apd,dupé extracyie,care aste egala cu 0,0625 g
acetet de butil/leo ml 8pide . X

Lxtracyia fenolulul din spa rozidualé s-a resiizat astfels
trei probe de 200 ml din ape rezidusld ou concentrayie de ienol
de 2,634 g/l,acidulate la pi = 2 = 2,5,8u 108t extrase ocu cite
Go ml oscetat de butil fiecare,utilizind tehnioca extracyiei prin
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Tabelul 45 - Standardizares internd a acetatului de butil
Frobe gy 8at By Lij2g By,  Bes  lyzst  fes,  81/8se 44/4gt
8 & an oo 1) an i} an

e Opli742 0,96830 47,0 0,9 4243 117,0 1,6 18742 0y 802 0,2259
17,0 1,43 2241 4240 1,6 78,8 0280 02818

18,8 049 16,92 45,0 1,9 8565 051978

2. 0489500 -0,97459 124,5 1,0  124,5 110,0 1,7 187,0  0,9183 0,6658
56,0 1,2 6742 47,1 19 89,49 047509

3e 1433998 0,97180 193,0 1,4 - 270,2 133,8 1,9 254,22 1,3788 1,0628
59,0 1,1 Oy Y 41,0 149 7749 0,8331

4, 1478992 0,96525 148,0 1,0 148,0 55,8 1,6 89,28  1,8544 1,6577
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repartigie fruogionatd,

% /o
20

L 1 1 1 1 -
o' a5 10 15 - 20
AL/Adt

tige2t = Lurba de etalonare pentru determinarca acetatulul de
butil pgiq metods stundsrdizérii interne

Cele doud fraogiuni - stratul organic gi stratul 0,08 =
au fost analizate pentru determinarea conyinutului de fenol.in
tabelul 44 aint psezentate rezultatele objyinute pentru trei ex-
tracyit.

labelul 44 = Lxtracyia apei rezidusle fenolice cu acetat de
butil..oncentrayis fenolwlui = 2,364 g/l

Nr. Concentratis fenolului Conceatragia
det acetat de butil
in api in scetat dse butil in epd
zg/1 8/1 g/l
} 124125 D9 455 06625
2. 12,250 9e4226 0s5%0
3 99625 9215520 0,6548

Se observd ci in apes extrasi rdmin 9=12 ng fenol/l,iar
concentrayis acetstului de butil dezolvet in apd nu depdgegte
0,6 S.Stratul organic oconyine,in medie,9,5 g fenol/l.
cele doud frscyiuni au fost prelucrate fn continuare
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astfel : stratul apos,cu conyinut de fenol,a fost oxidat cu spd
oxi:enaté gl peroxidazd,pentry eliminsree totelé & fernolului,iar
stratul organio,cu concentrayde ridicatd de fenol @ foat concen=-
trat,in scopul recuperdrii fenolului.

Ozidarea onzimatiod a fazed apoaseycu conyinut de feaol
de 12 mg/l,s~u realizat in condiyiile optime determinate anterior.
Lupd terainarva rescylei,in soluyle s=-a determinat prezents 8 0,2
ug fenol/l,ce corespundo unui rendameat de eliminare de 99,6 %.
Concentragina acetatului de butil in apl este de 0,04 %e

Concentrares astratulul organic a=a ofectuat prin distilare.

Seau geparat tred fracyiuni,care au foat snalisate pentru
daterminorea conyinutulul ce tenol.kezultatele obyinute sint pre-
zontate in tabelul 45,50 observd od prin coacentrare se recupe=-
reazd aproximativ Lo ,. din fenolul extras din acetatul de butil.

iabelul 45 «~ Concentragea acetatului de butild

Froba V:{u cfonol Gfonol Observayil
ag

. xtract aceta 1696,8
Ge butil
¢ap distilare 12,0 2,975 35,6 Defe 9%
Acetat de butil 156,0 14950 314,2 pefe 126%
Residiu 10,5 590 1312,5 proba a8 £os8t die

. luatd 1 s 25

Din rezultatele prezentate se desprinde concluzis ok
prin extracyia feaolului din apid ou acetat de butil,urwatd de o=
xidarea enzimaticd a fazei apoase gi concentrarea stratulul orga-
nicy86 obyine atit o epurare evansatd a apei residuale (concentra-
yie rezidusld de fenol 0,2 mz/l),cit g1 o recuperare a femolului
cu un rendament de 78 ke

e basa rezultatelor obyinute se propune un proces tehno-
logic de epurare recuperativd a apelor rezidusle fenolice,care
constd din urmétoarele faze i

a) bxtracyias fenolului cu acetat de butil

b) Oxidasree enzimaticl a fasei apoase,urmati de coagulare
pentru separerea suspensiei gl & filtratulud.

¢) Conoentrsres extractului organic peatru reouperarea
fonolulud.
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in fige.2Y este prezentat iluxul teunologic al procedzulud

Propus,
Acetat de butil
Acehat de
Apc buhl .
rezioold EXTRACTIE DISTULARE | - i
FAZA
FAZA QRGANICA
APOASA CONCENTRAT
ApS axigenatd OXIDARE ;
Peroxidaza ENZIMATICA MSTILARE | —r
enol
SUSPENSIC _
Reziduu
sulfat feros — o o
LQP"’% dQ var — OAGL’LARE
SUSPENSIE
tHuent tratat

DEcANTARE [ >

‘Némol

Fige29 = rluxul teinologic 8l procesulul de c¢purare 3 axlor
fenolicu prin excrac;ie cu acetut de butil g4 oxidure
enzama sicd

JYrocuceul do epurure recuperativd ¢ apolor rysiduaale de
la ovbjinores fecolulud prin procedeul cunin, ropus,cste siwplu
;1 eiictent,
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4s2, puraces spedor residyale fenoldoe do 28
diatilares uscoti s lemnulud ’

Apele reziduale fenolice de 1@ distilarea uscatd a lemnulud

conjinsaldturd de alyi impurificatord organici i anorganici,can-
titigl varisbile de fenol,o=,m=,3i p=crezoli,xilenoli,trislchil-
fenoli oto.in experimentele efectuate in laborator s-a utilizat
0 aph reziduslid fenoiicH,caracterizati printreo concentragie de
fenol de 17% mg/l,cu o incidrcare orgeniod,exprimats prin CCO=Cr
de 7700 mg0/1 si pil a 3,5.veterminarea concentrayiei forolului
in aph s=8 resiizat prin metodele desorise anterior-metoda gesz
cromatograiica gi netoda spectrototometricéd cu 4-aminosntipirini.
hpurdrea acestor ape rezidusle fenolice s«a realivat prin
doud vardante,gi anume 1 8) oxidare enzimatiocd,urmatéd de coagulare
gi sepsrarea suspensiilor, i b) coagudare-oxidsre enzimatiocd gi
separorea suspensillor.in ambele cazurid oxidarea enzimeticld s-—a
realizat in condiyiile detorminste anterior pentru ape rezidusle,
84 anume 1 raport enzim#:fenol = 2,731 § raport molar apd oxige-
natidsfenol = 2:1 3 timp de reacgyle 24 ore.vupd adiusarea ensimei
in auestecul de reacyie formst din apa rezidusld gl apes oxigenaty,
se observd# formerea unuil precipitat brun,foarte fin.

in prima variantd de epurare a apei rezidusle fenolice,prin
oxidareas enzimaticd in condiyiile optime determinate,se realisessd
0 eliaminare a fenolului din ap8 de Y4,7 4,0@ coraspunde unei con-
centragil reziduasle do ionol de Y42 mg/le3d O Bocddere & incidrcirii
organice a apel de 18,6 y,valoarea reziduali a consumului chimic
do oxigen C.O0=Cr fiind de 5290 mgO/le.

Soluyia astfel obyinutd a fost coagulatd cu sulfat feros,
la pH = 3,5,realizat cu lapte de var.Doza optimd de coagulare s-e
deteruinat experimental prin Jar-teat.ln tabeiul 46 sint prezentate
rezultatele obginute la coagulare gi decantare.

Se oboservd cid prin cosgularej,concentrayis fenolului din api
scacGe pind la 5 mg/l,reslizindu-se astfel un randament global de e-
liuinore a fenolului de 97 %.5e reslizeasd totodatd gi sciderea
inclircarid orgenice @& apei variind intre 6 gi 22 %,0e corespunde
unui randament total de reducere a CCO=Cr ce 30 = 36 %.

4 doum varianté de epurare a apei reziduale fenolice conatd
intr=0 coagulare primari,urnatd de oxidare ensimsticd @i coagulare
generalié.Rezultatele obyinute sint presentate in tabelul 47,

Din datele prezentate,se obsorvd ol dosa optimd de coeagu-
lant este de loo mg/Fe-*/1,0ind ee realisessd o reducere a £enolu~
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Tsbelul 46 = Coagulare cu sulfat feros a epei reszidusle uxidste
onzimatic.ioncentragie fenol a 9,2 mz/l, CCO=r =
= 5290 mg0/1 o PH = by5 -

ire mwg F&<*/L Cgqrr 7 %) cCo-cs

Tovoace  Zcoco=cr

det ng/d % % * total
| %
1% o 765 18,5 95,6 4600 15,0 29,2
2, 2 695 2994 96,2  4l4o 21,8 3643
3 5 9¢2 4345 Y740 “485 15,2 3100
b lo Se2 43,5 Y750 Hau5 1552 3140
Se a5 695 294 96,2 4945 045 40
Oe o0 7,8 18y 95e4 4945 0y9 450

8) Handamentul global de oliminare &l fenclulul S=u calculat fagd
de concentragin renclului din eps reziduslé
b) in expurimentul lyprocipitares s-a efuctuat numsi ca lapte de
ver acddugat pentru acucurea pHeuluid la voloares de 8,YH

lud din apié cu Y4 .+ i 0 scudere @8 (Ow.x de 17 Yei'rin oxidarea une
zicaticd ultsrioard,u solugiilor rezultate Jupd cousjulare gi decon=
tare,cu apd oxigunabi gi psroxiaoszd yi irilvrareyfuvnolul este vlimie
nat ia proporgie de 93 = Y jpiur ULQ=_r s€ roducd cu 13 e 17 #etrin
acuest procadsu de opurareyse obyin randauvnte i;lobule de eliminare s
fenolului cuprinse iatre 95 gi 98 .i.Valoarea ninima @ concentrayiel
rezicuale de fenol ain ciiusutul tinal(%,8 wg/l) ae obyine in expe=-
rimentul Ze

vegd prin acest procedsu de epurary 50 realisessd o elimina-
re avensatia @ fonolulud din apdj,incarcarea organica 8 spel,exprimaté
prin CCO=Lryrdmine foarte ridicetd,fspt ce se expliod prin existenta
in ape rezidusie & unor compuyl orguaicl recistenyi 18 oxidarea en=-
zimaticdy,9i care nu pot fi wiiminagyl din apu prin coagulare.

iin acsste motivejsapele rezidusle tsnolice de 1- distilarea
uscetd a lemnului,nu pot £i epurafe nuwei prin oxidare enzimesticd
94 cosgulareyfiind necesari gi utilizsrea altor procese unitare de
@pUrsraee.lin scest cezyse propane utilizsrea oxidarii onzimatice ce
o treacté de apurare avaneatd,intr-o tehnologio couplexd de epue

raree.
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Tabelul 47 « spurarea spei reziduasle fenolice de la distilares uscatd a
lemnului prin cosgulare,oxidare enazimetici gi filtrare,
Concentragis inijlsla a fenolului = 173 mg/l 3 COO=ur = 6500 mgO/1 §
PE coaculare = 8,5 3 2H oxidare s 0,0

e oommﬁ&. A . Oxidsre ensizsticd ~ Parametrii globali
ugke<*/1 omM\nwp w mcmoommn Nmoo omvawu W mMoo“m.n Nnno..nn Nnmaow No.ow-cn
l« 50 107,6 37,8 6200 4,6 6425 942 5160 16,8 96,4 20,6
2¢ loo 7992 58,2 5370 1742 3435 9990 4680 1742 9747 23+
3 15 8542 90,8 5000 13,8 4,80  Queh 4788 1445 97,2 2340
4, 200 88,4 4,9 5400 10,9 4485 94,7 4050 13,8 973 2545
Se 25 90,4 47,8 5520 15,1 5,42 93,7 4600 16,7 96,9 29,2
6o 300 106,8 30,2 V080 G5 7450 93,14 ul20 15,8 0547 21,2

Oba. Deosrece oxidarea unzimaticd se poste realiza intr-un aomeniu 1arg de pli,pentru & evita
conasumul mare 4@ resctivi necesari pentru varierve pil-=ulul , =2~a realizst oxidorea
enzimaticd la pH = 0,0
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Prin aplicarea procedeului de oxidare enzimeticd in epura=-
res unor ape reziduals fenolice s-au desprins uraidtosrdle conclu=
zii ¢

l. Lpurarea apelor reziduale fenolice de la obgyinerea feno=-
lului prin procedeul cuwen prin oxidare enzimaticd in doud trepte
81 coagulare finuld cu sulfat feroa sre loc cu randscente de 99,9 %
care corespund unsi concentraygii reziduale medii de fenol in apy
de 1 mg/le ' ,

2e Lpurarea acestor ape rezidusle ierolice prin diluare,
oxidare enziuatica i coaszulure cu sulfat feros duce la o indepiir-
tare a fenolului din spd cu randamente de 48 = 99 %,

' 3 Lxcrecgia cu uoetat de butil,urnatd de oxiaape cu apd
oxigenatd gi peroxidaszd usigurd elimindri alo fenolului de Y9,9 i3
concentrayia fenolului rduss in aps £1ind de 0,8 = 0,9 mE/leioto=
datié,se reslizeizd o recupersre a fenolului din aps rezidusld de
8o e ‘

4o bpurarea apelor residusle fenolice de la distilarea us-—
oatd 8 leaxnului prin doul varisnte,gi anume 3 oxidare«coagulure=
decantare gi coagulare-decantare-oxidusre-filtrare,reaLizeazé grade
de elaminari ale fenoliulul din epd ds aprox.y8 A.lIncdrcarea orga—
nicd & aped ramine insd le vaiori ridicate,datoritd prezenyei in
aps rezidusld a unor compugl orgenici rezistenyl la oxidare,care
nu pot ¥4 eliuinsyi pran coagulare.in acest cug,se propund utili-
sarea oxidiarii enzimatice ca o treaptd de epurare avensaté pentru
eliminurea fenolului,intr-o0 tehnologie complexi de epurare.
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Se CONGLUZIIL FINALE

Teza de fayd cuprinde contribugiile originsle ale autoared
in studiul eliminidrii fenolilor i aminelor aromatice din apele re-
giduole prin oxidare enzimaticd cu apd oxigenatd $i peroxidszié,con-
seapate in noud note publicate sau in curs de publicare.'ei ooauni=
cate /296=302, 306/ «rincipalele resultate ou caracter teoratic si
aplicativ pot fi rezumate in urmdtoarele concluzii 3

l. 5=a8 elaborat o metodid de obyinsre i de purificare 8 pe-
roxidazed din hrean.iurificareas avansatd a extractulul enzimatic se
realizeszd prin yg9l-cromatograile pe Sephadex G75.

2. u=a sStudiat oxidarsa unei serii de 30 do fenoli cu apd
oxizenatd gi peroxidagd,in scopul eliminurii lor cin spele residu-
ele gi s=au deteruinat parsmetrii optimi ai rescyiel : pH,concentra-
yia enziwmei,concentrugiu spel oxigenate 3i concentrayia fenolulud.

3. 5= pus in evidengd existenya unor relayii intre struc-
tura fenolilor gi eiimiuarvs lor din apd prin oxidare enziwmatici.

4, S=a demonstrat cl,nrin cuplarea reacyiel de oxidare en=-
zimsticd a fenolilor cu cosgularea cu sulfat feros,se realizeazd o
eliminare avansatd 6 fenolilor din 8pe. )

S5¢ =8 studiet oxidarea fenolilor cu apd oxigondtd gi ex=
tracte enzimatice brute ob{inute in laborator,gi s-au obyinut grade
de eliminare cupringi la 90 sbe

6e S=a8 6l8torat studiul cinetic al reacyiel de oxidere en=~
zimaticd a fenolilor pentru o serie de 9 Ienoli,prin wmetoda spectro~
fotometricd gi mebtoda termici.S-a demonstrat ci metoda termicd pos—
te £4 utilizats ca wmetodd de investigare in studiul cineticii reac-
viilor ensimatice.

- a) Pentru sistenul fenol-apid oxigenats = peroxidasd s-au
determinat valorile energiei de activare Ea.ei ale parametrilor de
activare o H® , o s%,

b) Jin studiul vitezelor de reacyie in funoyie de concentra-
yis substratului aromatioc,la diferite pHeuri,s-a stabilit oi& ionid
de hidrozen manifeatd o inhibiyie necompstitivii esupra activitaydd
enzimei.lotodats,s=au determinat valorile AK1 os 5% pK2 eg?PontIU
ionizarea compusului I gi compusului LI In timpul procesulud.

0) S=au determinat constantele de vitezld 33 pentru 9 fenold,
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§1 s~a deuonstrat cd cea wmai mere reactivitate fayd de sistemud
apl oxigenatd-peroxidazi o presinti hidrochinona,alituri de o=

$4 m-aminofencl gi pirogslol,compusul cu reactivitate ainimi fiind
fenolul. .

d) Studiind dependenya vitezei iniyisle de rescyie in funce
vie de conceatratis apel oxigenaste,s-a demonstrat ¢i 18 concentrse
%41 mai mard de 16,5.10 2M,aps oxigenatd inhibd rsacyia enzimaticd,
reactionind cu complexul tilchaelis ClIl,cu formarea compusului III
inectiv,gi s-a determinat valoarea constantoi de inhibiyle Kioj

8) S-a demoastrat c& reactia de oxidare enzimaticd cu apid
oxigenatd gi peroxidazd 8 fenolilor are loc conform unui mecanisnm
ping=pong peatru reacyii cu trel suabstrate,gsl s-a propus o schemd
psantru scest mecanism.

7« S=a @laborat o metodd gonerald d9 trstare a apelor cu
conginut de amine arouatice prin oxidare anzimatic8 cu apd oxige-
natd gi peroxidazid,urmati de coagulere cu sulfst feros.Coagularea
ou sulfat feros a solufiilor oxidate enzimstic in prealsbil,duce
la mé#rirea gradelor de eliminare a aninelor eromstice din apd cu
lo = 30 %,datoritd taptulul cd se realizeszd $i o 3liminare 8 com=-
pugilor dizolvayi in apl prin adsorbyie gi complexare,

8s Se-au stabilit parametri optimi al rcacylel de oxidare
enzimatics & acinclor arometice t pH,concentreyie de substretycone
centragia spel oxigenate gi concentrayis peroxidazed.

9e U=a s5t2L1l1t existenta unei relagii Intre structurs e-
minolor aromstice gi elimineres lor din apd prin oxidare enzimati-
cl. -8 aritai ci substitusngii cu efect inductiv sau electromer
donor de e¢lectroni miresc reeactivitatea anilinei feygd de sistemul
8pl oxigenatd-peroxidazd,in ticp ce substituentii cu efect elec=
tromer atriégitor de electroni o micgoreazi.

l0. S=-0 demonstret cd metods de eliminnre a fenolilor gi
aminelor sromatice prin oxidsre enzimaticid este superiotrd epurde
rii biologice,atit prin posibilitatea aplicdrii la temperaturi
‘ocszubo.cit 84 prin aplicebilitates pentru o gemd variati de com=-
pusi aromaticl.’rin oxidare enzimatici se elimini ou rendamente
meri g4 compugi ncbiodegradadbili,gi substanye toxice pentru micro-
organismne.

1l. WNetoia enzimaticdd de elimigare a fenolilor i aminelor
aromatice din apd este superioard oxiddrii ou hipoclorit de sodiu,
atit prin randsmentele de elininare a compusului aromatic,cit gi
prin cele reaslisate la reducerea oarbonului organic total din spi.

32, Klininarea enzimaticd a fenolilor gi auinelor arouma—
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tice din apd este comparabild cu oxidarea ou bioxid de clor din
punct de vedere al randamentelor do elizinare & compugilor &ro-
matici din ap¥ pi ii este superiocard din punct de vedere al eli-
mindrii ocarbonului total. .

13, Metoda enzimaticd de eliminare a fenolilor gi aminelar
aromatioe din apd este comparabilll es eficienyd ou oxidarea cu ogon.

14, Epurarea apelor, rezidusle fenolice de la obyineres feo-
nolulud prin procedeul cumen prin oxidare ensimaticl fn doull trepte
gl coagularea f£inalad cu sulfat feros are loc cu randamente de 99,9
%gs08re corespund unei oconcentrayii rezidusle medii de fenol in api
de 1 ES/IQ

Epurarea acestor ape rezidusle fenolice prin diluare,oxi-
dare enzinaticd gi coagulare ou suifat feros duce la 0 indepirtare
& fenolului din apd cu randamente de 98 - 99 %

Lxtracyia cu acetat de bLutil,urmstd de oxidare cu api oxi-
genatd pi peroxidazd duce ls eliminird 2le fenolului de 99,9 % con-
centrayia fenolulul rémas fn api £iind de 0,8 = 0,9 mg/l.Totodati,
86 realizeazd o recursrare a fenoluluil 4din ape reziduald in propor-
yle da Bo %.

15+ Epurarea apelor rezidusle fenolice de ls distilsrea us-
catd a lemnului prin doull variante,si anume : oxidure-cosgulare-=de-
cantare gi coagulare-~decantare-oxidare=filtrare,realiseagzs grade de
elimindri ele fenolului din epd de aprox.98 X.Inciarcarea orgenicd a
apel rdmine insi la valori ridicete,dstoritd prezengei in aps resi-
duald a unor compusi organici rezistenyl 18 oxidsre enzimatick,care
nu pot fi eliminagd prin coagulare.sSe propune in acest cazx utilisa-
rea oxiddrii enzimatice,sa 0 treaptd de epurare avansati pentzru
elizinarea Ienolului,intr-o tehnologie conplexi de epurare,

BUPT



1.

-

Se

4e

Se
6o
7e &

8.

9.

lo.
1.
12,
13,
14,
15.

16, F

BIBLIOGRAFIE

VeCocheod, s edortin,LeViad,Velalea gi E.LSrinczi“Bazele
Tehnologied < nimioo" vot.z.u;cobratia LeFeTeVe
Timisoaza,1979.pol-l5d. '
M.Neguﬁescuﬂhpuzarea apelaor uzate oréseneéciuhd.wennioi
Bucuregti, 1978, pe405=415
LeieVajcumfpurasrea apelor uzete cu ndmol acciv~ﬂazele
biochimice".ld.ﬁcad.m.u.ﬁ..Bucuresti.l9dl
Teh1ldridge, ’rans.2=nd.semeBioleFroblems on - .ater Follein
KeitolBEftonaint Eng.benter.Rechn.Rept.,w 60=3,
255,(1959) '
EeChrissofferson - in2lyt. himsActa,3l,233 (1969)
Reli@enpaa, Poyninen g1 JoTikked - bbem.ubstr.06.117059Q(1966)
Se¥aust 31 J.Vellunter - The fquaous Environment,New York,
#eakker, 1971
L.Runs,Chem.hbsbn..01.6?71 a (1%64)
AsElliot gi A.Lafreniere,ister sem.woris,lll,R 325 (1964)
KeErsova,Gig.1 Sunit.e33,102 (1968)’ '
Z.Fedorenko,Gigei 30n16e,29,17 (194)
Pt .Grahau,bourch Inter..onf.on Water 'ol.l08.,Frague (1969)
HeHughes,J ./ ppl «Chom,450 (1962)
Kol o Lanoudtte , Cham..ng ey 422,99 (1976)
heMeXliboanov, B, h.ﬁlberti,r.b.»orris 81 L. m.tolahin.l.Applo‘
Piochem.,2,414, (1980)
NeAlbOrtl 51 4ok eKLibonov = Blotech.Bi0ang«5yBPsgli0elld,y
373 (1981)

17. lieCOtP&EU,Tox1c010g1a,LdeTuninea, iagi, 1976

PeAoSchonke g1 JeSeiarren,Chemehbstr.,78,75602 s.(1975).
H,8,Tench si ZoY.fz":O.l‘ton,Jolﬂﬁtoﬁﬁ'ol’ﬂ!ﬂo.ﬁ.“?& (1%2)

20. Pelarkag,Fourth iInt.. onf.on : ater Ebll.uos.Pzagua.lgag

23e

24,
25.
26,

ReUeNoufeldyJeiele Celeg3b (1906)
Le.Hsrtmann gi u.Lsubenhcrgor.J.baint.ung.uir..Abvh,
| QA 24247 (1968)
J i s Patterson, e LeBresonik a1 H.u.Pucnla - Proc.xnl.Wasee
Cont s 24", Furdus Univ.,1969
.datuushiba,»he-.Abstz..lbo“.(l962)
V.Liubimov gi SeXsgen,Ghigel sSanit o 1,(1955)
D.ThonsVom wasser,25 (1958)

BUPT



27 .Vimmmn.NBtu'ﬂi”o.w (1%1)
2be 1e3uckstesg 94 HeThi010,GeWeFey1004926 (1959)
29« ReRoppen,Gesundheits Inge,?6 (1955)
306 Gelenhard,lydrobiologis,25,1=2,(1965)
3le LeValcum gi A.kminovici,iater.kes.,8,12,1007 (1974)
32e C Cevi@ddle 31 D.Jenklna,Wa‘tor 3930.5.621 (1971)
33, Lelei’dplea g4 Al.Ciples,Poluarea mediului ambianc,Ld.Tohnics
‘Bucureytl,197€,pe.83
34e JeMllller,Gas und iasserfach,28,761,(1964)
35. FeLedo Carty,"i.nergetics of Organic lietter Degradation',in
Rellitcnell,"ater Pollutior ..icrobiology",New York.
vijley=-Interscience,1972 )
36¢ FeFBpel,G.N.T,8,407 (1971)
37. Lelebumitru i U.lordidchescu,™Introducere in animologio"
Ldlifedicald, Bucurogti (19€1)
38+ Be.V.Rogers,"Lnzyme Kinetics',Cambridege Univ.Pressyl19?7?7
39, HeLineweaver 3i De”urk,Jei0e¢Cheme300ey 564658 (1L934)
40¢ Ge3el8A16,J¢BM0Le 'h8M4 4146485 (LI42) 3Bl JJToM0LEGO,
JeBiol. hemey199,137 (1952) )
41, SeCeHanes,Biochem.J.,128,425 (1940)
42, ReKuhn,Z.physiol.Chem.,125,1 (1923)
43, JoeLeebb,"Lngyme und Metabolio inhibitors™ vol.l,
Acedenilc Press,New York,1963
444 Gelarnes,’iiiorobiologle enorall™,: d.did.;i pedagogici
Bucuresti, 1970
45, Gelarnea,Gh.Mencinicopski gi St.Brighresa,"Fioinginesis prepa~
ratelor ensimatice microbiene",Bucuresti,:d.Tehnick, ;
1980 ) . R
45, iAecornishepowden, rinciplas of n&yme ninecicn".nucuerworth.
T,ondon, 1976
47, ideDixon,Biochemedsy55,161 (1953)
4B, Vieiletleland,Advences in “nzymology,23,1 (19%:7)
49Y. Je.Cairns gi G.Lanza,in R,iitchell“¥ster Pollution Xicrobiology"™,
+4ley luterscience,New York,1972 R
50. PeRobugan g1 Y. Pickrum = Proc.27"® Ind.i’aste Conf.,Purdus
Univebxtesese,141,1019 (1971)
51e RePeNOufeld gi i eHermenn,Jeie2eCoeFeyp47,2y 320 (1975)
5Ze AoForsons 3i Pebusan,Appl.s'idlorobiol.,21,4,657 (1971)
3¢ LeVaiocum pi i.-winovici,‘ater ites.,8,12,1007 (1974)
e LeVaicum gl A.Lminoviei,Studii de protecyia i opurores apolor.
vol.19,Bucursgti, 1 PGA,1979
BUPT



55
6.
574

S8,
5%
60,
o1, !

624

63,

B4,

GSe

66,
67«

6le

©Ye
70.
71.

72

73
7he

75

76«
77¢
78.
79¢

=157 -

Eo.Gloyna gi DeFordydeePeC oFa95111,2577 €1979)

JeTeNovack,Je¥%ePeC oFegdo g8yl (1974)

Co.lkogovakain,il.Lagareva gi L.Kostina,rourth inter.Confeon .
Vater Pol.Res.,lrague,l369

AJT.Benedict Si Ledel’arlsongdeiies” ol eg4bplydlo (L979)

oA oFriedman g1 L eleSChroedor-yJew el eC ok voldhy 742433 (1972) .

Ao.LeZononi,Vator e3eglyoh3 (1967) . .

LeValcumplieCicol gi Leotafdnescuybtudil .de protecyia qi DU~
rareu apelor,volel7,R2ucure;vdy iC Gks,1976

TeYecasey 91 0ol ekarmo,iiater .¢BeyEyloyios (L974)

JeWelieLa Hiviere,"iaste Lreutument'",in Rel:itchell,"-ster
roilution .41crobiology'eliew Lorky.ileye
«interscience,1972 .

Relellc Llnney,.icrobiology for Landitary insinsers.ho Gzaw

: idll L00KgN8W Yorkgl$62 .

PeBrouzes,"ivéeis d'Cpuration biologlyue pur boues activﬁes".

-echiaeut .avcunentution, 8pisyly?d s 2 .
GeJeThabarz 3i idelie3audyeJeielel esegttlyd22 (1509)
L.Vaicum,"Eiodegradabtilitatea detergenyilop',id.icadenied,

Bacursyti,ivz7i . - . . A .

Heliebmunn,ilundbuch der lrischw&sser und ..bwagser biologie,
veleliyslteVlienbourgh,: Mnich,1958

TeKePELIos 91 b elielAViBy LEMeALSEL o g U8,l4LLBE (1G78)

X X X g Joiel'e olegdYpl2iR (1967)

DeDeloufnann i Jeilellimmer,"Aproasches to tlosynthesis.of.soft

posticices'" gl neaidticneld " uter rollution
dilcrobiology "ei- 110y Intersciens®,liow Xorkyly72
Relelwisher,'" urtactunt viodegradetionVysieDeskor ede, - .
New York,197c .
A.ﬁ.Lahningez.B.oohimis.vol.;.»d.¢eLnioé.Buoureati.lSB?
Je oChit 94 LeJenirschynppleiidcrobiodeysiplosd (1972)
leJeHizgins 5i Heselurna,"ihe Cheuistry &nd liicroviology.of
Pollution"yacadenis kressyiondongly/5
Re284rd8yLeCHrrond $i ReleJONLinByG e ei’eC oeFegt99741609 (1977)
Gela18N0Y gJ e 0i'el ol 093992020 (1967)
Jg.JOBOd.u!m.KBVQaliC!ObiOl003.}71 (1949)
AeTeGaudy,in Gieiidtchell "vater Pollution uic:obiology ’
‘New lorkoWiley interscience,1972 .
P.Simon gi Rexeunier,ilcrobiologie industrielle et sénxl
bicohiuique",raris,sesson ete. 10441970
V.Cochecij,Aldartin gi Ceiinea,5iap."Problene asctusle ale pro-

BUPT



a2,
83

&a,
85,

87.
88,
89.
90.
9.
92.
93.
94,
95.

96,
97.
98,
99.

100.

- 158 »
h‘OV‘.‘.tr.c‘rii 94 epuaririi apelor. in RQSQRO.L
voleVIyTinizoara 1984,pe¢34 . .
Fr.Evans,0zone in water and ﬂalee'nsez Treﬂcnanc.rd.tnn
Arbor Science,iiichigan,1972
JePeGould gi VeJ.V'ebber,J.7ater Poll.Control,48,1,47 £1976)
Ho.R.Eisenhauer,J./ater Pall.Control.,;4a,11,1887 (1968)
HeReEisenhauer,J.+ater Poll.Controla,43,201 (1971)
Le.B.Vingard gi R.K.Jinn,Ind.Enge.Chame. rod.5es.0evelops,.
8,65 (1969)
E.Bornatek gi C.Frengen,iote Chem.Scand.,15,2421 (1962),
PeSeBalloey,JelsBatterbee gi AeGeLO8Nne,JehneChoMeS50Cay .
90,1027 (1968)
YeGe3tunock,yt«LeCline g1 {eReRODINEONGTOPEeChOL ey 2y
. 2340 (1963) Coe
PeReStOUrY J es1 0210804V eCeR3y g4 JeReEUrgdsdyJeAmeChomeS0Ce,
93,3044 (1971)
H.GeReinhardt,G.4J00rakian gi h.d.eredman.J.An.(hem.uoc..
90,5934 (1968)

HeM.White,E,0.Colomb 51 P.o.Bailoy.J.Ons.uhan..50.481 (1965)
PoSeRailey,J.Elcller gl 'eleCartor,J.0rg.Cheme,35,2777(1970)
FoEdeline,R.Deswaef gi G.Lambert,La Tribune de Cebedeay,

412,137 (1978) .
Ho.Fathmann gi S.E.Delft,Centre Belge d'ocuds et de DQouymenta-
tion des 92ux,371,29241974 .
Jelialievialle, 12 technique de 1l'eau,l?7.(1975) R
FoMeciofouski 3i J.Sokolovska,3us,ola,Techniks sanitarns,
3 (1968)
LeHeSndder gi JeJerorter,J.Vater Foll. ontrol,46,5,886.(1974)
HeBurchard, inquinamento, 3,39 (1975)
WeW.Eokenfelder gi D.J.0'Connor,"Biological Vaste Treatmert™,
Td.Pergemon ’ress,New lork,1961 .

10l. J.Mallevialle,in "Proecédds. d'oxidation appliqués ay t:a;to-

ment de l'eau potables",Karlsruhe,1979,p.319

102. JeoCeKruithof,in "Procédés d'oxidation eppliqués au tzeibement

103,

de 1'eeau potadles",Karlarube,1979,p.406
Deldaier,in "Procédés d'oxidation appliqués au trltoonone de
1'sau potables”,Karisruhe,1979,p,435 .

lo4, H.nrapo.P.Co-cov g1 R.Freche, Inquinamento, 3,22,(1975)
105. Pe.Singer si %.B.21l1i,Water Res.,9,127 (1975)
1064 J.Holiend gi HoBﬂd‘!.Lﬂ’i’OﬂoSOiﬁnc. T00h30.12.\1)979 (197‘)

BUPT



- 190 =

107. F.Dames g4 J.C.Dernanitourt,Technique de. 1'esu-et ds -
l'assainissement, 388,17 (1979)
loBe Hele GreeZ gi J.Cetiorris,in "Froeddés d’oxidation appliqués
au traitement de l'eau potables’,Karlsruhe,
1979, pettiia ,
109, J.Hoignd g1 l14B8GER,LAVIrON.:5C10NCE LToChney12,79 (1978)-
110. JoHoigné @i liesuder,Progevater.iechne 10,516,657 (1978):
1ll. HeDoréy Nekierhlet,isslanchard gi B.Langlais.P:og.ﬂator Techne.
- 109 9LBy 520 (1970)-
112, vWeKuhnyHe50ntheluer,LeStodslitz,veMaior 5L HeXurBoJedeliolie oy
69520 (1Y76)
1l3e hHelonthuineryselicilkeriisRedakalHedodte $1 i oVolmeky
Jeseiiaieheg79393 (1978)
ll4e CeGomellayin “rrocéuda d'oxidation appliquéds su traitement de
l'esau potable",karisrahe,li’9,pe390
1l5¢ RelieitdCOgl 0:10lOVBORGC a1V 0411188 L meTelilldlyBeAeviaiichiog
doh (LYBl) .
1l6e Jeidodgnd gi sieBader,"0zonet Scivnce and Technology™ -velel,
Pergumon Fress,New Y0rk,1979,p.73=b5
1L74 Lelbivet,lechnique ae 1'ceauyse309 (1979)
1iBe AsVaChByNeuurkin,ileScheddor gl P.vasserstrom, i 'rogress iater
£¥ClLibegd0gd5s (1978)
119¢ HoLoel®WiB8yLir ¢i-ll§eli0Beg 0948 (19%b)
1206 Seuydlarcayky e onpowsxi gl T.Lruppink.noks.unola,ﬁal,
ddy5edu7 (219006)
12le bieUSBRRAYoHAGroleliozlegltyd71 (1LYolt) .o e
122, SelOren=itrulglieites oKliyn §i s el eu0Btaurtysnsl.Cnimeacts,
3492932 (1906) ,
123¢ Co(haves 91 Weilellurkey,J o hromst,298,169 (1954)
124, fieBelUArord,~eleliowson §1 keStelner,CanedeChemey56,22,2644(1978,;
125, AoNsdeshdin gi HeBevunford,Can.J.Cheme,58,2342504 (1980)
126¢ TeAr81804Reliubter iiei8lodc,Letivger 81 LeBeunfordy,canee
Bivchame,Y949e3’ (1981)
127 oJ eKo b2, "O%one and Chlorine Laouxide lechuology for Disinfection
of Jrinking water“,liayes LDeto Corp.,New Jersay,1980
1264 J.ualzevialle.Z.vaal.ﬁ.Latebvzu §1 C.iiousseau,in "Usone/
Chniorine bioxide Oxidation rroducts Organic HMeterisls™,
Ldehace and COLruco, inti.0zone ;n-:..blvtland.p.lag
(L97v) .

BUPT



129,

1500

132,

132,

133

14

1364 R

137
15t
139

l40.
14,

142.
185

144,

LewelilgBeString si K.E.Quentin, Intl.Symp.on Ozone an.wWeter,
intl .Ozone inst.,Cleveland,(1977).

Yo.Richurd gi L.Prener,in "Oscne/Chlorine Dioxide Q(xidstion
Products of Orgunic lMaterials",i.deRice snd Cotruco,
Intl.0zone inst.,Cluveland,p.169,(1978)

Je.Hoffaman si. D.hichelsdorfer,Vom V/aaser,38,179 (1971)

ReUeGabovichyKeReVrochinskil gi I.L.&urinnyi,ﬂig 1 Sanite,

344335 (1969)

..J.hlein.u.l.ﬂrabecs 51 i.aCe Kinney.xncl.Symp.on Ozone foz
.Water and ‘agtewater Trcostment,Intl.0z0one inst.,
iaterhury,: onnecticut 1,(2975)

I'eSeBailey, IntlSyupe.on Czone, for 'ater.znd wastewater .
Treatment, Intl.0zone Ingi.,'eterbury,Connecticut
pelol (1975) ‘ . :

LeJeBOlliky, Intleiyiipeon Czone for duter and "“cctewater

.Trestment, 1ntl.0zore, Inst., -aterbury,Connecticut,
pe522 (1975)

oLeGErPison,C i oiiank g1 HeVeFrengle, (ntl.:ynp.on Ozone .for
water and wastewater Treatuent,p.551 (1979)

el oliendrikson, Intl.Symoeqn Ozone for .ater and ‘‘astewater
Preatnment, intl.0zone lnsc..ﬁatorbury,Connecs1cut
PeY76 (1975)

.Kltnguck. intlesyupeon Osone for i‘gter.and Yastewater.
Treatment,lintlOzone Inst., aterbury,K Connecticut
Pe587 (1975)

GeBeAdBmB, N, "ol ckontelder,sd R N.utein.Inbl.Samp.on Qzone
for vater and. Jagtewstar Treatment,.sterbury, .
Cornecticut,ve591 (1975)

NeLiobergott, Intl .Sympeon Gzqong for ¢atar and “astewater
Trgatment,‘aterbyry, .ohnecticut,p.688 (1975)

Ae.ikehata, Intl.Sympe.on Qzone for Weter und wastewater
Treatment,’sterhury,Connacticut,p.614 (1975)

H.A.swain §1 ReBeilozZella, Intl.Sympeon .Ozone for “ater and
wastewater Treatment,¥atarbury,Conaecticut
Pe748 (1975)

h.Netger gi h.Bowers,intl,Symp.on Ozonea for %ater and
Jastewater Treatment,¥aterbury,: onnecticut,
Pe?31 (197%)

MeBSteinberg,.i.%eller gi J.k.waell,Intl.Svmp.on Czone for
water and Vestewater Treatment,'aterbury,
Connectiocut,pelo (1975)

BUPT



145,

140,

147,

148,
149,
150,
151.

1524

153, »

14
155.
126

157
158,

155

1504

161,
loce
155
164.

165. ¥

160,

-10) o

X X X o Encylopedia of Industrisl Chemical .nalysis,vol.lo,
Mc Graw=iill,New Xork,p.538=557,1972

el ellacknany,Toxic Orgenic Chemicslsjlestruction snd Yaste

) Treatwent,oyeg Data Corp.,Park Ridge,N.Jeype5241978

ReGoekico,CoineilObBON,Gollekidller 51 44Geiiillydin "Procddéds
d'oxidatian appiiguds su Sraitzment de l'esu patable"
Karlsruhe,Re4635,(1979)

aGilbert,dn "srocdédds d'oxidation appliqués au tnaitoncnc
de l'usu potalLle",sarlsruhe,p.256 (1974)

X X X ¢"Phenol-iree viaste .ator,Chenalnges56,8 (1959) .

VelleKwigyratyr snd ScwWuge «orks,l16,2,7% (L569) C

X x x 5 "Uzoue Lounters .aate (yanides iethal runch",Chem.

Lngeyoles (1928) . . Ce .
JeGuillord gi JevalilyL'esuyt&,Hel’8 (l9ol) . .
releulley,an "U20o09 Ain Jalel yns 2gbawater Ireatment"
(lolieivans 94)yltpedgniild AXDOL LCleFuUble,
Mdchidgangid?e | , .

Deiteserastek 34 Celranjangscha -himeicande,1547r (1961)

EeBoknatekyJd euiobkeiasd g1 deValenynctu chemeiicandeyld,
1454 (1701) . .

HedohiBonhauergna el K3Sey2itd? (19?1) .

HeBuuchyileapchard i 4owouISQVIC.JGSJALoIDng91.258 (19?0)

SeleRazunOVekii,Geide 3100000y 50l e VikiiOrovyJodeGuirvich,
Jedefas 040 34 GeleZalkovyleftoktdndya,12,65 (1972)

Seeid ZULIOVSKLLgue.n o /1KITOr OV, Je,de GlObENKCgh o eKaL a1,
denedurvicigidenefareiin g1 GeneliikovyNeftakhinija,
12,376 L1972)

LoSkBrlatos,iieC e Sur kel Solelialler gi A,Ialon. oPhys.Chem.,
72050/ 1475) . . . .

Geleandarsony s lChe S\YQP0435300730255 (197'/3 . . .

e LOr@gbeltLglelis §1 BeilwguLOgiater 30See134413 (1978)

Veiugupliero gi LeR1zzutl,Chome: ngescieg33,1441 (1978) .

1e058b0 5040009 KeR0N0 §1 Kel6kpoyJe"hemel DZedhley
12,289 (1972) .

Y Yapamotoyl olitkiyHelOkaWSs §i X.Kauyln.J.Org.vhon.. .

44yer37 (1979)

PeieBBileoy,in "Cxoue tor ‘ater cné Jastewater Treatment”,
(ReGeitdce and Mel ¢Browring £ds.),pelol, Intl,Os0ne
.580Cep uleVelapd.Ohio. 1375

BUPT



167,

168,

109,
170.
171,

172.
173.

174,
175
176.

177.
173.

179
180.
181,

182,
183,

184,
185,
186,

187,
188,
189,
190,

) §Y
192,
193,

« 162 -

PeSeBalley,"Ozonation in Organic Cheaistry",vol.2,
Nonolefinic Compounds,Acsadenic Fress,
New York,p.3l=37,186-188,1982 .
LeBovingard jr.pi RcKoFiﬂD.InﬂoEﬂBOChOUQQPlOdoR..oD"o.
8,65 (1979) S
K.Hermen 31 P.A.uiguero.uan..r.(‘han..43.17&6 (1965)
KeJoUlesyna g1 JeHeicklen,Rdv.Chem.S5er.,113,1912 (1978)
ReGede Pent,K.J.Ol8syna si J.Heicklen,J.Phys.Chon.,
/7,438 (1973)
DeTeli111 94 CoLeBarth,Trans.AGAE,19,935 (1976)
Je.Pasero,J.Chouteau si M.Naudet, Pull.500.Chimelre,y
P.2123 (1963)
GeBeBachman gi KeCeStrawn,J.Org.Cheme,33,313,(1968)
FeSeRalley 8i J.k.Keller,J.Org.Chem.y 33,2680 (1968) -
P.S.8ailey,T.Pellarter Jr, si L.M.Souehwick.J.Org.Ohon.r
- 3702997 (1972) - ' .
keKeinan gi Y.iazul,J.0rz. hem,,42,844 (197?)
PeSe30110Y,JeheZ€1dOr 51 TePeCarteryJ .Ors.(hon.§5o27?7
- (1970) .
Re%eiMillor,J .Orgoahem..26.252?,(1961)
PeleBal1ley 51 JeXeKeller,J.Org.Chem., 35,2782 (1970) -
PoGeBagley,Ledieiouthwick gi PePeCartsr,J.Org.Chom., -
35,2782 (1970) . .
3eAepukarev-"Cchimie Anorganici',vol.Il,Fd.”"Visnia shola"
. Mo8cOVE y Pe251=270,1970
ideSuard,B.Praud i Le.FPraud,'"Eléments do chimie gsnérale"
0d.II=-8,Flanmarion, 1975, pe.251=255
KeSeWOrdehoff,PeCoeSinger ,Jeh oWeied ,79,9,107 (1987)
CeHoRaveAcha,#atser Scie.Technol,17,611,(1984)
DeCouri,iieSeAbdel=Rehman g4 ¥F.R.Bull,invir.Health -
Perspectives, 46,13 {(1982) .
ReCoebrossman,si A.A.Stevens,J.A .V .¥edo,75,8,431,1983
FoelleAl0t8y PV i10bBrt8, M HOrNnandes,J cAwWel oA oy 76,1 ,64( 19648)
CeHoRaveacha 81 R BLitS,%ater Rec.,19,10,1273 (1985)
JebeWajon,DeHeRosonblatt gi Ee oBurrows,knvir.Sci.and
Tfechnol«,16,7,396 (1982)
CHo.RavV=4oha, ' 'ater Res.,18,11,1329 (1984)
AeAJStevens,Envir.iealth Perspectives,46y1lol (1982)
V.Cocheci,A.ldartin,L.V1ad 81 G.Burticli,Simp "Probdmwe
sctuale ale protecyiel,tratarii si epurdrii
apelor In RSRY 4«6 0ctel984,Tiniz08re,voleil,pe89
BUPT



194,

195
196,
1957,

198,
199.

2006 if

20l e

202,

2036
20k,

205

206,
2070

208,
209.

210.
2lle.
212
213
214

215e

216.

217 -

- 164 =

Ve.Cochecl,Aliiartin g1 Ce.BogatuySimp."Frobleme actuale. als
protecyled,tratiril 34 epurdrii spelor in RSk",
4=5 00te1984,0dmi30aravoleVlgPel=33 .
Ko”obODﬁh.tﬂ‘!,JoA. oﬂoﬁc.70.6.326 (1978)
JeliaVoonstra gi JeSchnoor,Jeiie ol eiteg 729105504 (19bo)
lieLeKavanaughyiisReirussel,J. ramer gi R.ﬂrussal.u.h.w.u.A..
724104578 (1980) B
B.G.0liver gi J,Lawrence,Jeiiev e .J..?J.,B,IGJ. (1979)
BeileChow 94 PeV.Roberts,inviron rLag.Dive,107,5¢509 .(1981)
ooPdylieiiorlatyl s UBLEAG,J ¢ S0ACHON, T it e  oiinh o9 Plg29103 (LIE2)
Jdeboré,iisilarlet,isllanchard g1 B.Langlaia.uaber olleneney
10,6,(1988)
HeYamada gi L.Xamaaaki.ﬁreh.Biochem.and BiophJs.171.?3?~7aa.
(2975)
w.btzaua.J.s1stoohom.snd.cytochem..&7.10.13“9 (1979)
JeSeidB0manyJ ¢3¢ 14chols i ieXeKOLpAKyJe'10) oCliomey257,411,
o328 (1982)
LeVamoseVigvazoydelarkns gl ir.Rabos=igebenyi,scte ilim.,
Y9dyll (1960)
Reloponte,V..orkes-Sojakyensinde3ly 7933 (1962)
T.4ishikewayifi.fanura gi I.Iamﬂzaki.J.Btol.Chem..255.22.lo7G4
(1980) -
P.FPoatmenn gi B.rorstmann,scta- Biol.ued.uenm..36.1059 (1979)
leKBt0ySesidbara,Yeliorita, lsNukatani gl A.Hiromi.J.Dioohem.
95861 (1954)- )
Von H.Gallati gi- H.Brodbeok.J.ulin.Cbam.ol;n.Baochem. .
209221 (19u2)
P.D.Josephy.*.f.Lling.R...naeon.J.Biol.ahom..E;B.Uob 1(1983)
PebLeY0B0phyyTelvkling $4 RePelia80n, 10160+ hBrm. 23, 766( 1962)
HeBevunford gi A.u.Nadeghdin,in "Oxidases and Related Redox
uystems"yL.L.KING Lditor:.,Ferganon ress,liew. York,
1982, peG53=568
welellowson g1 Leieilagor,in "he rorphyzaua".vol.VLJ.»cademin
Pressyiiew York,1979,p.295=332
BeChancay LeFOWeL8yY o« Ching,Te FOUl08,G R eS0honbaum, Lo Yamazakd
gi K.G.Paul.hzoh.onchin.Biophys..255.8p596-611.
(1988) .
‘.a.bavnnkova.v.P.&urohenxo [} 8 o.L.Aetalitla.Bioohiman.
49459850 (196M)
“fe leSavenkove,¥.Ferxurchenko gi I.D.uetelttln.niochlmia.
424702147 (1964)

BUPT



218.

219
<20e
2cle
222 o
225
<o
229
226 [ ]

227
2286

2226 i

<306
<3le

35
234,
259
236
237.
@3
239

2406 1

2&l.

242,

245,

244,

245,

2hoe
<l o

HeleGavenkova,Ve'sKurchenko gi le.ueiiotelitza,Biochimia,
5941, (1983)
Peecrze, Blochemed.e g S492674(1953)
Ferw0r50.4dvances in Cotoleel,367 (1952)
FeGuorze,Nature,163,612 (1952) '
Dell@ilin 54 b olelartree, 3iochemedy44,88,(1951)
Hei'hoorall gl BeLwedin,ature,l43,71,(1940)
I'e'theorell ,Lnaynologia ) 10,1260, (1940)
GeReSch@nbaumyd«BLol. chemy24E4H02 (1973) .
leforishima,3.0gawa g4 Telonezawa, 3iQchemey BdophySey
‘ea.uommun..bj.7&4.(19761
Fele@lindarl.med « g BiOChomey 50,483 (1Y79)
Geliokshit 94 Geleipiro,3iochemistry,l3,5317(1974)
«Coopiro §i JeideSUrKegd e 1AL «ChOme 500 ¢ 998, 542 (1976)
'eBolunford gi JeSeutillman, corde homeieveyd9y167 (1976).
Telonetuni,in "The :naywes",vole.X1ll,pe345,Acadeuic Press,
iew YOIK.1976

-dejorishime gi S.Ogawa,Biochemy;340ph;B8ei(uBe.0NDUNey |

839046, (170)
de.corishima gi Se0;awa,J eAmEr «Bm«50005100,7025 (1978) |
leiiorishima gi S.0gawa,3iochemistry.L17,4334,(1978)
Qoﬂo)hﬂﬂ?,Si @.A.Kuo.J.hmaz.uham.boo..101.5415.(19?9)
(o oeCaBLEr0,1"harnuac«Ther«y10,171,(1950),
leiviram,Sbhives 3iochem.BlophyB.y2leyc 4t5y(1981)
Bel'hancay/ rchePioclicne S0Py B e 49416, (1952)
HeBeDunford gi. tele 0tton,J«Piol.Chomey25042920 (1975)
«Jeunford,in "ihe 2iolozical i hemistry of iron",Reidel
. Publishing Compe,pe337=355,1962 .
Yebawahata 91. HedeNoalyBlochoue BiophyBsriu8el0nMey109,
39968, (1962) ,
Delolman,Geh Jifawell,ydedelhurlow gi B.B.Duntordovan.
J e 340chome s 539 495,(1975).
Ued ollonner,Fe.JsBrignac,leAroonsaux gi VeFatel,Arch.Biochem.
E40phyBesd15697594(1973)
Be3eliaundersyh«ieliolmes=siedle gi B.P.5tark "Peroxidsse
lrondon, Butterwor thy 1964 .
UeKirso,Lelodlykh gi DeStomgscta hyarocheme.hgdrobiol.,
Yeby827,(2980)
Sehdbura,Te.siobayashi gi !.acrita.d.Biocbon..ao.4b9.(1981)
ReBaruffuldd,/ «J+ColomboySeCeAlmeidn,LeCoVossond gl ideVitolo
L8VerafmesioquimeUnivesa0 Fe0l0y16(1/2),03(1980)

BUPT



248,
249,

2500
25,
252,
253

11’5“.
255

255

2574
258,
259,
2604
261 L]
2& [ ]

263,
Qo4

265

266
267«
208
2694

270
271«

272

=105 -

Y.Hayashi gi I.Ysmesaki,Arch.tiochem.Biophys.,190,2y446,(1978)
l.Yamagaki,Y.Hayashi,R.viakino g4 H.Yomads,4n "Iron and copper
Froteins"”,(1976),p«362«368 - C
Von ide(811otd,JeClineChomeClineBiochomey17y1,(1979) .
PeDeJ08ODNY,Tel 01408 §1 Ko ileil80N, i0Le0 ThOTrM ¢ 234461 5 (1983)
HeYumada gi l.Yawugski,archeBiochome34ophye,105,728,(1974)
RePeilisonyin "Free Rodicels in Niology",vol.V,: cedemnie Preea.
' New Yorky,1l9{i2,p:l6l=218 . v
KeTeraoka,T,0yura gi .L.Ficag,awa.J.Am.VLom.uoc..19.187=51(198¢)
Nelfxen 94 L eCei/ebby"inazymes"”, d.3-a;ucm.e.nm Fres8y:ow Tork,
197y

WeleSchumby Ceileatterrivld i ReLeantworth, "iydrogen reroxide"

Leinhold Publishing Co8,iiew YorkelY55,De553=557
Gesalliund, BeRindone gi se.archeuini,feceseiorkin I,456(1977)
l.Yumagaki,K.Xokota gi R.Nalknjima,"Oxidases and Related Redox

Hystems" ,volelylisw York,19565,p.485
I.Yamezakl sl L.l.Piett,Blochim.Biophys dctay77,47,(1953)
Cehoinden -} § Jek .Lindsay-Smtth.J.(hem.uoc.(B).1741 (1971)
i.Yamagaki,l..iason gl LeHeldette,J«210l4Chemy23542444 (1900)
l.Yamapaki,H.iagon gi L.i«Plette,3iochem.Biophys.ites. 0nume,

14336 (1959)

BeoHA11iwell gi Sehhluwalis,Bioch@me&e,1v3,513 (1976) -
T.Yonotani gi H.Yemamoto,O0xidares and Related redox iyystoms,

University Park Fress,BaXtinore,p.27y«=298 (1923)

GeRoeSchonbaumyKeGei-0ldnder gi L.3.Smillde,robes of Gtructure
and lunction of ‘iiacromolecules 8nd :@mbranes. (eie
~hanoe,TeYometand,ie.illdvan @dse)yhcadenic -’ress,
How Yorky,voleilyDe533,(1971)

SeVukerPaviovic §i Y.Siderer, iiocheme3iophyBelo8e.0nmuney
79,885 (1977) .

SeVuk=raviovic gi B.Bonho.eiocham.lsmma.l es.Coumun.,
6641154 (1375)

Relleb0ltongAeX oli0mENsy NaleXu g1 GeReochonbaumyPiochem, -
‘BiophyBeActa 434,82,(1976)

LeDeSpaulding, cC thangyNeTe¥n gi R.li.ﬁulton.J.Amer.Jhem

50099792517,612975)

Ke.iokino 91 l.Y8mazaki - A:ch.%iocham.mopk/s.ﬁ?.556().975)

HeX8madaRe.iakino gl leYamaiakl,..roh=3i1ochemeyBLOpINs., -
169, 344,(1975)

B.Chanoe® 93 J.CellyCompePhysioley22,33,(1943)

BUPT



273,
274,
272
276,
277+
278,
279
280,
281,

PRIV
283,

P23

285,

286 o
287,

288,
289,
230,
29le
<)2,
293

294,
295.

BeChanos,Arch.Biochemn B1OphyS.,404153,(1952)

NeBel1l48 §i HeBeDunford,210ahenistry?,2054,(1968)

‘loMorrdson si :.h.Bchonbaun,ann.Rev.Biocham.ab.861.(19?6)

AeiieKlibanov,Z.Bekman gi BoNo‘tle!'_?ig oélﬂobhﬂl.moo
193,6263 (1y8l)

ileSingh 84 J.Thonas,Bioteohn.Letter.,?.9.665.(1985)

ReseKazandyisn gi A.M.Klibanov,J.An.Fhem.boc..107.5448(1985)

JeleBrunet,i.Gonzales gi C.‘.botomayon.Photoohea.fhocobiola
36924253,(1983)

LeieBordeleau gi ﬁ.Bartha,van.J.Mlczobiol..18.1873.(1978)

Jelreleftar gl Jirunwaldyietes and Equilibria of Organic
Reaotions",Jewviley and SonsyNew Yorke1953,

. p.1?2-254

b oEmerson,d «AppleChetey6,525y(1943)

LellePiotbo, IeYamazakl gi H.SelMason, in "Izee kadicals 1n
blological Systems",Academic Preas,New !ork.
19614De195,

le.Yamasakd, X .Hayaahi.S.Kimu:a,T.Azaiso,H.Yamada -} §
Reiiakino,in "Oxidases end related Redox Syseema"
Proce InteSympeTEokiing Edo.P’PSﬂWﬂ Prﬁﬂ". )
1982,pe703

LoXimmel,ReGropgianu gi L.Cotogmen,Ghid de laborator,
Litografia 1iT,1978 ' o

Ao eK1ibonov i LeDeidorris,lnayme.iidorob.Technol.,3,119(1981)

Je.Putter,iiethods of Lnzymatic 4Analysis,vol.Z,hicademic Pgesa.
New YorkylY7l,p.585

Ceivalshyingsymatic Reactions ilechenisms,lreemsn,sen krasncisco,
1979,capel5

LelleKOBOWEr,An Introduction to Physical Organic Chonaatry"

JeWiley,ilew York,l1968,p.59

X X x Mapualul Inginerulul Chimist,:d.Tehnicd Bucurogtiq
v0l.241973

CeLiteanu,Chimie Aneliticd Cantitativid.Volumetria gd,a b=,
Ldedid.gi ped. Bucuregti,1972,p.sls '

Y. Heyashi gi I.Yapasaki,J.Bi0l.Chem.,254,18,9101,(1979)

KePruitt 51 J.1enovuo,B5100himeBi0physActa 704,204, (1962)

Be 7eGriffin,D.Koavis gi G.V.BrunQ.Btoo.rg.om. .10.5“2(19&)

Aeie11banov,ToU~ian Tu gi KePeido0tt,S5046000,221,pe59(1983)

BUPT



- 167 -

296+ V.Cocheoi,C.Boeriu,D.0ans gi R,Bacalogli,Simpe."Problsme 8-
tusle ale protecyiei,tratirii gd epurérii spelor
fn RSR",Timigoara,19644V,pe5

297+ CuBooriu,Jd.SeDordick gi A.l.K1ibanov,B10/T7echnology,4,997(1986)

298, V.Cocheol gi CeBooriu,Rev.Chimie, 39,2,175 (1988)

299. V.Cooheci gi C.Boariu,Reve.Chimie,39,6,531 (1988)

300e¢ VeCocheocd gi C.Boeriu,C.Csunderlik,l.Domuta,0.ivancius,al
1li=-lea i.ongres Nagional de . himie,Bucuresti,1988,
volelll de rezumate,p.Sol

J0le VeCocheci gi CeBoeriu,Rev.Chimiey,sub tipar

302. VeCooheod gl CeBosriuysal lil-lea Congres Nayional de <hinie,
Bucureyti,1988,vol.I11 de rezumate,p.946

303« VeCooheciyCoeBooriu gl ReBacalogluySimpozionul ICKECHIM
Bucuregti,1986

Z04e X X X "La Revue des Froduits Chimiquesa",4,p.3 (1937)

705« PJSodimu gi N.Vialceanu,Simpe."Frobleme actuale ale protecyiei,
tretiridl g4 epurdrid apelor in RGR",Timigoara,
1984,v0lelyDe39

306+ CeBoeriu,Simpozionul ICECHIM , Bucuregti,1987

307. Velocheci g1 Al.iertin, Bazele Tehnoloiiel .himice,volielld

(3nexd),Litografis leieTeglimigoara,ljuk

BUPT



