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OKHMCJEHME BEH3(a) TUPEH-XHHOHOB.

Russ:
1. BO3AEACTBHE KHCJAOPOOA BO3JYXA H MEPEKMCH BOJOPOIA

OKISLENIE BENZO(a)PIREN-CHINONOV.

1. Vozdejstvie kisloroda vozducha i perekisi vodoroda.

The autoxidation and the oxidation with hydrogen peroxide (H:O:) of intermediate
products of BP oxidation — 6-hydroxy-BP and’ three BP quinones have been studied in
aqueous solution. The reaction of autoxidation of BP derivatives is of first order which
rate does not depend on the structure of quinone (k5= (1.277£0.069) - 10—3s—), The
oxidation with H;0, is the reaction of mixed first-second order. The estimation of con-
centration effect of H;O, on the oxidation of three BP quinones indicates that reaction
rate depends on the initial concentration of oxidant and on the structuwe of BP quinones.
The rate as well as autoxidation and oxidation with hydrogen peroxide decrease during |
further oxidation of BP and BP derivatives befause of the inhibitory effect of some
reaction products such as BP quinones. o
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1. Die Einwirkung des Sauerstoffs der Luft und Wasser-
stoffperoxids

Die Oxydation von Benzo(a)pyren und anderer polynuklearer
karzinogener Arene wurde hauptsidchlich in biologischen
Systemen durchgefithrt, und zwar am zellularen, subzel-
lularen und auf den Organismus bezogenen Teil der Tiere.
Das Hauptaugenmerk wurde auf die sich hierbei bildenden
Umwandlungsprodukte gerichtet, von denen sich einige als
"tatsdchlich" ‘karzinogen erwiesen /1-6/. Die Kinetik der
metabolischen Oxydation von Benzo(a)pyren ist bis jetzt
kaum erforscht /7-10/. Angesichts der experimentellen
Schwierigkeiten (die hohe Hydrophobie von Benzo(a)pyren)
gibt es in der Literatur sehr wenig Angaben iiber die Oxy-
dationsreaktion bei niedrigen Konzentrationen von karzi-
nogenen Arenen in WasserlOsungen. Im Kontakt mit der durch
karzinogenen Arenen verschmutzen Biosph#dre erhalten die
lebendigen Organismen durch sie ihre Nahrung, Arznei-
mittel und andere Quellen in &uBerst niedriger Dosierung.
Dabei erfahren die karzinogenen Arene in der Umgebung
(Selbstverteidigung) oder im Organismus (Metabolismus)

eine Oxydationsumwandlung.

Friilher untersuchten wir die Oxydation deshkarzinogénen
Benzo(a)pyren in der Wasserltsung unter Einwirkung des
Luftsauerstoffs und der Pflanzenfermente /11, 12/. Zum
gegenwdrtigen Moment kann die Untersuchung der kinetischen
Oxydationsmerkmale der Benzo(a)pyren-Derivate, die sich
wdhrend seiner Oxydation sowie der Oxydation der Chinone
und Phenole bilden, bis zu einem gewissen Grade den Oxy-
dationsmechanismus aufdecken, was auch das Ziel der vor-

liegenden Arbeit ist.

Forschungsmethode

Die Benzo(a)pyren-Chinone wurden durch.photochemisches
Verfahren (UV-Bestrahlung mittels Quecksilberlampe bei

einer Wellenlidnge /< 360 nm und einer Belichtungs-
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zeit von 1 Std.) aus Benzo(a)pyren mit einer Konzentra-
tion von 2 nM.  in der Azetonlosung (Benzo(a)pyren der
Firma "Flucka", Schweiz) heraussynthetisiert. Die Chinon-
fraktion wurde aus der Reaktionsmischung mittels diinn-
schichtiger Chromatographie auf aktivem Aluminiumoxid
(nach Brockmann II) der mobilen Phase abgesondert -
Petroldther: Chloroform (9:1). Eine weitere Zerlegung
der Isomer-Chinone erfolgte in der gleichen Weise, wobei
als Losungsmittel Benzol verwendet wurde. Die Chinone
wurden spektrophotometrisch auf dem Gerdt "Specord M 40"
(DDR) identifiziert, nachdem sie auf den Platten Silufol

(CSSR) gereinigt wurden.

Versuche wurden mit Benzo(a)pyren-Chinonen in der Wasser-
losung im Reaktor mit 4,0 Volumen und mit mechanischer
Vermischung im Kenzentrationsintervall 5-50 nM (als un-
terste Grenze dienten die Analysemdglichkeiten, als

oberste Grenze die Losbarkeit der Verbindung) bei

pH = 7,6 (0,02 M Phosphatpuffer) und bei Zimmertempera-
turen durchgefihrt. In den Versuchen mit Peroxyd-Oxydation
wurde Wasserstoffperoxyd (chemisch rein) in Konzentratio-
nen von 5,9 bis 73,5 mM beigegeben. Nach regelmdBigen
Zeitabschnitten wurden Proben (500 ml) aus der Reaktions-
mischung entnommen. Aus diesen Proben wurden Benzo(a)pyren-
Chinone mittels vorher gesHduberten Diéthylestér extrahiert.
Nachdem das Extraktionsmittel entfernt war, wurden die
Proben in Methanol aufgeltst und einer quantitativen Ana-
lyse entweder mit dem Spektrophotometer oder mittels der
hocheffektiven Fliissigkeitschromatographie mit dem Ger&t
der Firma "Knauer" (BRD) und mit der ODS-S8&dule Sorbax

6x150 mm (Durchmesser der Teilchen betrdgt 5 um) unter-
zogen. Die Verbindungen wurden mit vorgereinigtem Methanol
eluiert. Die Bedingungen fiir die-Chromatographie: Stromungs-
geschwindigkeit 1,5 ml/min, Druck 3,0 MPa, Temperatur 30°¢.
Der UV-Nachweis wurde bei 368, 435, 469 nm fiir 6,12-1,6-

und 3,6-Benzo(a)pyren-Chinone entsprechend gefiihrt. Die



Ausgangszeit - 5 Minuten, wobei in.der Eigenschaft des
Elutionsmittels 99% Methanol verwendet wurde. Die Elemente
bei der Chromatographie: eine Mischung von Methanol mit
Wasser (2:8) und Methanol, dessen Konzentration in den
ersten 10 Minuten 10% und in den darauffolgenden 30 Mi-
nuten 90% betrug. Die Eichung wurde mit Benzo(a)pyren-

Chinonen in einer Menge von 0,1 - 2,0 nmol vorgenommen.

Die Bestimmungsmethode von 6-0Oxyd-Benzo(a)pyren unter-
scheidet sich von der vorhergehenden darin, daB diese
durch eine verhdltnismdBig geringe Stabilitdt des vor-
liegenden Benzo(a)pyren-Derivats bedingt ist. Die Ver-
suche mit der Auto- und Peroxid-Oxydatien von 6-0Oxyd-
Benzo(a)pyren (dies wurde von Frau M. Bronovickaja im
onkologischen wisschenschaftlichen Zentrum der Akademie
fiir medizinische Wissenschaften der UdSSR, Moskau, syn-
thetisiert) wurden mit einer 35-prozentigen Athanol-Lo-
sung bei pH 7,6 (0,02.M Phosphatpuffer) durchgefiihrt.

Die Reagenzkonzentration betrug 1-2 Mikro-M. Im Verlauf
bestimmter Zeitabschnitte wurden Proben von einem Volu-
men 80 Mikro-1 fiir Analysen mittels der Methoden "VEZCh"
entnommen. Als ‘Eluent diente eine Mischung aus Methanol
mit Wasser, Verbrauch der Mischung 1,5 ml/Min. Die Zusam-
mensetzung wurde linear mit 10-997% Methanol im Verlauf
von 15 Minuten pregrammiert. Die quantitative Bestimmung
von 6-0Oxyd-Benzo(a)pyren wurde bis zur Fluoreszenz: des
Reagens bei 402 nm durchgefihrt. Linge der Erregungswelle
315 nm, Detektor der Firma "Perkin-Elmer" (USA), Empfind-
lichkeit der Methode 0,2 nMol.

Resultate und Diskussion

Die Strukturformeln der Benzo(a)pyren-Chinone sind fol-
gende: 1 1,6-Benzo(a)pyren-Chinon
0 , 0 2 3,6-Benzo(a)pyren-Chinon
3 6,1

2 Benzo(a)pyren-Chinon



Die kinetischen Werte wurden mit der Diffenrentialmethode
/13/ unter Anwendung der Angaben auf der Tabelle errechnet.
Nach den kinetischen Kurven verl#duft die Wechselwirkung aller
Benzo(a)pyren-Chinone mit einer Nahgeschwindigkeit gemidB der
ersten Reihe hinsichtlich des Substrats.

_12'Mol . l_1

oxydation dreier Isomer-Benzo(a)pyren-Chinone bei verschiedenen Aus-
-9

Die Anfangsgeschwindigkeiten (VO; 10 . sek_l) der Auto-

gangskonzentrationen (co . 10 7 M) in der Wasserslosung (die Versuchs-

bedingungen sind im Text ndher beschrieben.

6,12- Benzo(a)pyren- 1.6- Benzo(a)pyren- 3.6-Benzo(a)pyren-
Chinon “Chinon Chinon

Co Uo Co U Co Vo
0,95 1,40 0,30 0.38 0,70 0,97
1.65 2,40 0,36 0,39 1,17 1.35
1,80 1,76 0,70 0,80 2,00 1,81
1,84 1.92 4,20 3,50 7.00 8,64
1,83 2,70 5,30 6.90 17.20 18.50
1,87 2,80 7.40 12,30 25,00 20,80
3,20 3.55 15,30 18,90
8,00 13,17

Die Reaktionsfolge der Benzo(a)pyren-Chinone n, = 0,983 + 0,042
und die effektive Geschwindigkeitskonstante Keff= (1,277+ 0,069)

3 sex!

Kogg = (1,277 + 0,069) . 10
das ist fast eine Reihenfolge mehr als die fiir Benzo(a)pyren

Koee = 1,68 . 1074 sex™l,

eff
Der Vorgang der Auteoxydation von Benzo(a)pyren-Chinonen
unterscheidet sich von der Oxydation von Benzo(a)pyren,
wobei eine Auto-Inhibition durch Umwandlungsprodukte /12/
angenommen wird. Ausgehend von nc>> n, (nt = Reaktionsrei-
henfolge in der Zeit), konnte bei der Oxydation der Chinone
solch ein Effekt nicht beobachtet werden.



Abb.1 Oxydationskinetik der 3,6-(1), 1,6-(2) und 6,12-Benzo(a)-
pyren-Chinonen (3) unter Einwirkung von Sauerstoff (die Kur- -
von A) und Wasserstoff-Peroxyd (Kurven B). Versuchsbedin-
gungen: pH 7,6 (0,02 M Phosphatpuffer), CO q Oi = 0,05%
(146,7 mM). 292
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Abb.2 Autooxydationskinetik eines Benzo(a)pyrens (1) und
zusammen mit 6,12-Benzo(a)pyren-Chinon (2) und der
Mischung aus Isomer-Chinonen (3). Versuchsbedingun-
gen: pH 7,6 (0,002 M Phosphatpuffer).
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Bei einer gemeinsamen Oxydation von Benzo(a)pyren und seiner
Chinone (Abb. 2) konnte praktisch die gesamte Verzdogerung im
UmwandlungsprozeB der polynuklearen karzinogenen Arene in den
Anfangsstadien des Prozesses beobachtet werden. Lediglich nach
der Oxydation des Hauptteils der Chinone (mehr als 60%) begann
die Umwandlung von Benzo(a)pyrene mit der gleichen Geschwin-
digkeit wie bei der Getrenntoxydation, d.h. die Produkte der
weiteren Chinon-Degradation wiesen keine Antioxydationseigen-
schaften auf. Gleichzeitig wirkte sich die Anwesenheit von
Benzo(a)pyren nicht nachteilig auf die Oxydationsgeschwindig-
keit seiner Chinone aus (Abb. 2). Auf diese Weise bewahrheitete
sich die Hypothese /12/, daB die Benzo(a)pyren-Chinone als
Auto-Inhibitoren bei der Benzo(a)pyren-Oxydation auftreten

kbnnen.

Die Autooxydation von 6-0xyd-Benzo(a)pyrenen, d.h. des betref-

fenden Phenols, erfolgt im langsamen ProzeB (Abb.3), was den

s 18 T Abb. 3 Kinetik der Oxydation von

8 6-Oxyd-Benzo(a)pyren unter Einwirkung

é von Sauerstoff (Kurve A) und von Wasser-
5 1 stoff-Peroxyd (Kurve B). Versuchsbedin-
© gungen: 35-ige Wasserldsung von Athanol,
g 8 1 pH 7,6 (0,02 M Phosphatpuffer).
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Effekt der Auto-Inhibition durch die Bildung von Benzo(a)pyren-
Chinonen in Analogie mit der Oxydation von Benzo(a)pyren ver-

muten 1lidBt.

Die Anwesenheit von Wasserstoff-Peroxyd im System erhoht die
Umwandlungsgeschwindigkeit des Kanzerogens und seiner Ghinone
(Abb. 4 und 5). Dabei lassen sich fiir die 1,6- .und 3;6-Benzo(a)-
pyren-Chinone #hnliche kinetische OxydationsgesetzmiBigkeiten

beobachten, deren Geschwindigkeit durch die Menge von Hy,0q im



System (siehe die Konzentrationsabhidngigkeit auf Abb. 4

und 5) bestimmt wird. Bei einer Konzentration des Wasser-
sroff-Peroxads iiber 0,25% (20 mM) findet praktisch ein voll-
standiger Zerfall des Substrats statt, wdhrend dessen bei bei
CO 1.0 << 0,02% der DegradationsprozeB in den folgenden
Etapfefi sich verzogert (Abb. 4).

Abb. 4 Der EinfluB der
- Ausgangskonzentration von
i : Wasserstoff-Peroxyd auf die
1,6-Benzo(a)pyren-Oxydation:

1 - 0,02% (5,89 mM)
2 - 0,2 % (58,9 mM)
3 - 0,37% (109 mM)

Versuchsbedingungen - siehe
Anmerkungen zu Abb. 2.
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Abb. 5 Der EinfluB der Aus-
gangskonzentration von Wasser-—
stoff-Peroxyd auf die Anfangs-
geschwindigkeit (Kurven A) und
die Zeit der Halbumwandlung
(Kurven B) fiir die 3,6- (1) und
1,6-Benzo(a)pyren-Chinone (2).
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12 - Versuchsbedingungen - siehe
Anfangsgeschwindigkeit 10 ~~ mol . 171 sek-l ] Anmaerkungen zu Abb. 3.



Es wdre zu erwarten, daB die Unwandlung von Benzo(a)pyren-
Chinonen entsprechend der Reaktion der ersten Reihenfolge
verlduft und nicht von der Konzentration eines anderen Rea-
genten (HZOZ), der im UberfluB vorhanden ist, abhidngig ist.
Jedoch in der Realitdt tritt dieses nicht auf. Die Reihen-
folge der Reaktion bei der Oxydation von Benzo(a)pyren-
Chinonen gemidB Hy0, ist nahezu null (nC =+~ 0,2), nach
dem Substrat (berechnet nach der Integralmethode) betridgt
sie 1 <<‘nC <:: 2. Eine gemischte Reihenfolge ist ein Hin-

weis auf den komplizierten Charakter des Prozesses.

Die Oxydationsreaktion von 6,12-Benzo(a)-Chinon weist eine
hohe Unwandlungsgeschwindigkeit auf, die sich nach der Zeit
(Abb. 4) wenig verdndert. Entsprechende Werte der. Anfangsge-
-12 -1
Mol . 1

von Wasserstoff-Peroxyd bei gleichen Bedingungen (Ausgangs-

schwindigkeit (VO . 10 sekul) in der Oxydation
konzentration fiir Substrat 10,0 nM und fir HZOZ 14,7 mM oder
0,05%) sind fir 1,6- und 3,6 -Chinon 6,7 und 5,2, wihrend-
dessen fiir 6,12-Chinon wir hier eine Reihenfolge mehr, also
61,7 haben. Folglich unterscheidet sich der Umwandlungspro-
zefl von 6,12-Chinon von dem fiir alle ibrigen Benzo(a)pyren-

Chinone. Der Grund dieser Erscheining ist vorlaufig ungeklirt.

Die Oxydation von 6-Oxyd-Benzo(a)pyren im Beisein niedriger
Konzentrationen (0,1%) von HZOZ verlduft als ProzeB mit Ver-
zogerungen widhrend der Umwandlung (Abb. 3). Dieses Resultat
ist durchaus logisch, weil bekanntlich /8, 14/ der gesamte
UnwandlungsprozeB von Benzo(a)pyren die Entstehungsphasen
iiber Hydroxyderivate. der entsprechenden Chinone mit ein-
schlieBt. Ihre Antioxydationseingenschaften sind weiter

oben bereits gekldrt.

So konnte man als Resultat der Systematischen Erforschung
der chemischen Oxydation von Chinonen und eines Benzo(a)-

pyren-Phenols zeigen, daB die Geschwindigkeit der weiteren



Umwandlungsreaktion der Primirprodukte -karzinogener Arene
um einiges hoher ist, als bei der Ausgangsverbindung. Ihre
Oxydation stellt folglich keine limitierende Degradations-
stufe der Arene dar. Als Ergebnis der Wechselwirkung (Auto-
Inhibition) der Oxydationsprodukte, d.h. der Chinone mit
karzinogenen Arenen, wird der ProzeB der Autoexydation ge-

6~fach) eines

bremst, was nicht bei geniigendem UberfluB (10
stdrkeren Oxydationsmittels, Wasser-Peroxyd, zu beobachten
war. Es wurde die besonders hohe Oxydationsgeschwindigkeit
der am meisten symmetrischen von den Benzo(a)pyren-Chinonen
- des 6,l12-Derivats - unter Einwirkung ven Wasserstoff-
Peroxyd nachgewiesen, was méglicherweise durch den Radikal-
kettenprozeB der Umwandlung bedingt sein kann. Diese Frage

miBte noch speziell untersucht werden.

SchluBfolgerungen

1. Die Autooxydation von isomeren Benzo(a)oyren-Chinonen
erfolgt gem&dB der Reaktion der ersten Reihenfolge mit
einer Nahgeschwindigkeit, die fast um eine Reihenfolge

hoher ist, als die fiir Polyaren.

2. Benzo(a)pyren-Chinone weisen antioxydierende Eigenschaften

auf hinsichtlich der Oxydation des Ausgangspolyarens.

3. Autooxydation von 6-Oxy-Benzo(a)pyren verlduft in den
Anfangsstadien des’ Prozesses mit hoher Geschwindigkeit,
wdhrend des weiteren Verlaufs wird die Reaktion gebremst,
was wahrscheinlich mit dem Effekt der Auto-Inhibition der

entstehenden Chinone in Verbindung steht.

4. Die Geschwindigkeit der chemischen Oxydation von Benzo(a)-
pyren-Chinonen unter Einwirkung von Wasserstoff-Peroxyd ist

hther als die Autooxydation; sie wird durch die Konzentra-
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tion des Oxydationsmittel bestimmt. Der ProzeB und die
Geschwindigkeit der Umwandlung von 6,12.Benzo(a)pyren-—
Chinon unterscheidet sich von solchen fiir die 1,6- und

3,6-Isomere.

5. Die Umwandlung von 6-Oxy-Benzo(a)pyren im Beisein von
Wasserstoff-Peroxyd verlduft mit hoher Geschwindigkeit
in den Anfangsphasen.der Reaktion, im weiteren Verlauf

ist eine Verzdgerung des Prozesses zu erkennen.
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