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Bio je praten utjecaj askorbinske kiseline na oksidaciju benzena u
fenol u ¢&istim otopinama i homogenatima organa. Utvrdeno je, da
askorbinska kiselina u ¢istim otopinama izaziva oksidaciju benzena na
fenol, ali nema takvo djelovanje u biolo¥kom mediju. Dodatak malih
koli¢ina biolo¥kog materijala (krvi) u osnovnu otopinu potpuno inhibira
navedenu reakciju. Praéeno je i inhibiciono djelovanie aminokiselina.
Iz izvr§enih pokusa moze se zakljuliti, da askorbinska kiselina ne izaziva
oksidaciju benzena na fenol u organizmu.

U posljednje vrijeme naroéito je posveéena paznja hidroksilacionom
djelovanju askorbinske kiseline na aromatske spojeve, s obzirom na
njezino eventualno sudjelovanje u procesima metabolizma i detoksika-
cije. Ekman (1) je proulavao hidroksilaciono djelovanje askorbinske
kiseline na benzen u ¢istim otopinama i dokazao, da nastaje fenol, piro-
katehin i hidrokinon. Zato je u suradnji s Forssmanom 1 Frykholmom
(1,2) pokuSao ubrzati metabolizam benzena aplikacijom vitamina C kod
radnika, koji rade u kontaktu s tim otrovom. Medutim, nije utvrdio
razliku u izlu€ivanju fenolskih spojeva kod lijetenih i nelije¢enih
radnika.

Kako bih objasnila tu diskrepanciju, pratila sam tok reakcije u defi-
niranim otopinama pri uvjetima, koji se pojavljuju u organizmu (kon-
centracija, pH, temperatura), a i utjecaj nekih inhibitora. U obzir sam
uzela aminokiseline, jer je poznato, da neke od njih imaju mo¢ da spri-
jele djelovanje askorbinske kiseline. Osim toga sam pratila utjecaj
askorbinske kiseline na metabolizam benzena u homogenatima organa.

Prema Tschernikovu, Gadaskinovoj i Gurewitschu (3) benzen se
uglavnom metabolizira u jetri, ali i drugi organi imaju tu sposobnost.
Prema Fabreu (4) zadrZavaju tu sposobnost i homogenati.
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EKSPERIMENTALNI DIO
Reagencije
Sve upotrebljene kemikalije bile su analiti¢ki ¢iste (p. a.). Otopine

askorbinske kiseline i aminokiselina pripravljane su svaki dan svjeze.

Smjesa aminokiselina (prema sadrzaju u krvi [5]) sadrzavala je:
I mg arginina; 1 mg cistina; 1,4 mg histidina; 1,1 mg izoleucina; 1,7 mg
leucina; 9 mg lizina; 0,6 mg metionina; 1 mg fenilalanina; 4,5 mg treo-
nina; 0,8 mg triptofana; 1,1 mg tirozina; 2,5 mg valina; 3,5 mg glicina
1 5 mg alanina u 10 ml fosfatnog pufera. Prije reakcije otopina je bila
razrijedena u omjeru 1 : 10 s fosfatnim puferom.

Sve otopine sam pripravljala u 1/15 M fosfatnog pufera, pH 6,8 (osim
ako nije drugadije navedeno).

Citrirana krv sadrzavala je 2 dijela krvi 1 1 dio citratne otopine (vo-
lumski). ! I il

Kod pokusa s organima radila sam sterilno. Homogenizaciju sam
provodila u mijesalici »Cyklon« ¢ehoslovacke proizvodnje.

Postupak

Benzen sam odredivala polarografski kao dinitrobenzen (6), fenol ko-
lorimetrijski s dibromkinonklorimidom (7), a askorbinsku kiselinu kolori-
metrijski s dinitrofenilhidrazinom (8). Odredivanje pH vriila sam po-
tenciometrijski uz primjenu staklene elektrode.

Metodika

1. Eksperimenti u &istim, definiranim otopinama.

Reakciona smjesa se sastojala od osnovne otopine 5 ml 5,8.10— M
askorbinske kiseline u fosfatnom puferu sa pH 6,8 te 0,2 ml benzena. Toj
osnovnoj otopini dodavala sam aminokiseline ili krv.

U posudicama Warburgova aparata reagirala je smjesa 3 sata (osim
ako nije drugacije navedeno) u kupelji pri 37° C uz stalno mijesanje,
tako da se uzorak stalno zasi¢ivao kisikom iz zraka. Nakon hladenja
uzorci su odmah analizirani na fenol i eventualno na askorbinsku kise-
linu. Tamo gdje nisam upotrebila biolo¥ki materijal odredivala sam fe-
nol direktno bez prethodne destilacije sa vodenom parom.

Pri proutavanju toka reakcije u zavisnosti o koncentraciji askorbinske
kiseline, benzena ili pH, mijenjala sam u osnovnoj otopini vrijednost
samo jedne komponente. I u ostalim pokusima, kad sam ispitivala inhi-
biciono djelovanje aminokiselina i krvi, upotrebljavala sam osnovnu
otopinu, a mijenjala sam samo koncentraciju aminokiselina ili krvi, u
granicama koje su odredene u jednadzbama ili tablicama.

2. Eksperimenti u homogenatima organa
. 5-10 minuta nakon klanja vepra izvadeno je 150-200 g organa, neki
put 1 cijeli organ, te stavljeno u staklene posude oblozene ledom. Na-
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kon jednog sata organi su izvagani i homogenizirani u isto] tezinskoj
koli¢ini fosfatnog pufera (pH 6,8). 30—40 g homogenata je odvagano u
tikvicu od 150 ml sa brusenim grlom. Nastaloj suspenziji dodano je
2-5ml benzena. Suspenzija je dobro promijesana. Dva uzorka sam
ostavila kao kontrolne, a ostalima sam dodala askorbinsku kiselinu u
koli¢ini od 1 i 2 mg na 10 g tkiva. Tikvice sam zatvorila staklenim ce-
pom. Uz povremeno potresanje ostale su tikvice 3 sata u zratnom ter-
mostatu pri 87° C radi oksidacije. Iza toga sam otopinu analizirala na
slobodni i vezani fenol. Ogranidila sam se na vremenski period od 3
sata zato, jer pri daljoj inkubaciji dolazi do autolize tkiva (4). Kon-
trolne eksperimente sam radila paralelno i pritom sam umjesto suspen-
zije upotrebljavala istu koli¢inu pufera.

REZULTATI

1. Ponajprije sam istraZila tok reakcije u definiranim otopinama pri
temperaturi od 37° C u ovisnosti o koncentraciji askorbinske kiseline 1
benzena, pH i vremenu reakcije.

Kolitina nastalog fenola (y) zavisi o koncentraciji askorbinske kise-
line, kako se to vidi na Sl. 1, krivulja br. 1. Za opisane eksperimentalne
uvjete krivulja ima oblik parabole, jer se kod prikaza u logaritmickom
mjerilu dobiva pravac.

Koli¢ina nastalog fenola zavisi i o koncentraciji benzena. Koli¢ina
fenola, koja se dade odrediti, nastajala je pri koncentraciji benzena
vetoj od 10— M. Kad je rasla koncentracija benzena, rasla je i kolic¢ina
nastalog fenola u linearnom odnosu, dok nije dostigla maksimalnu vri-
jednost u zasi¢enoj otopini benzena. Malim dodatkom benzena (0,1-0,2
ml) vrijednost fenola se nije dalje mijenjala.

U slabo kiselom mediju (pH 5, 3-6, 5) nije pH imao utjecaj na koli-
¢inu fenola. Kod vidih pH opadala je koli¢ina nastalog fenola. Tako je
pri pH 6,9 nastalo jo§ 28 mikrograma fenola, a pri pH 8,0 samo 16
mikrograma.

Tok reakcije s obzirom na vrijeme izraZen je eksponencijalno (Sl. 2,
krivulja br. 1).

2. Reakciju sam inhibirala aminokiselinama. Upotrebila sam: lizin,
valin, histamin, metionin, leucin, serin, alanin, glicin, histidin, cistein
i glutation u koncentracijama 2,5.10—¢ do 5,0.10— M. Slika 8 pokazuje
da sve aminokiseline u istraZenim granicama imaju sposobnost da inhi-
biraju reakciju. Izuzetak je cistein, koji u manjim koncentracijama
(manje od 5.10—* M) inhibira reakciju, dok je naprotiv pri visim kon-
centracijama potpomaze.

Dalje sam promatrala inhibicioni utjecaj smjese aminokiselina (na-
¢injene prema sadrZaju u krvi) u zavisnosti o vremenu i koncentraciji
askorbinske kiseline. I ovdje je tok reakcije slican kao kod osnovne
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Slika br. 1. Ovisnost nastajanja fenola iz benzena o koncentraciji askorbinske kiseline
Krivulja 1: u otopini, koja sadr¥i razne koncentracije askorbinske kiseline u 5 ml.
pufero pH 6,8 te 0.2 ml benzena

Krivulja 2: u otopini kojoj su joi dodane aminokiseline pripravljenc prema sastavu
u krvi. Reakcija je tekla 3 sata

otopine. Kolitina nastalog fenola je otprilike upola manja nego u od-
sustvu aminokiselina pod istim eksperimentalnim uvjetima (SI. 1 i 2,
krivulja br. 2).

Pri tim eksperimentima sam pratila i raspad askorbinske kiseline. U
odsustvu aminokiselina koli¢ina askorbinske kiseline opada od 500 na
70 mikrograma. U prisustvu glutationa askorbinska kiselina opada samo
na 280 mikrograma, a u prisustvu smjese aminokiselina na 82 mikro-
grama. U ostalim eksperimentima aminokiseline ili nisu imale nikakav
obrambeni udinak na askorbinsku kiselinu ili je on bio vrlo slabo
izrazen.

3. U daljim eksperimentima sam pratila inhibicionu reakciju krvi.
Kad sam kry razrijedila osnovnom otopinom 1 : 10, fenol nije nastajao
pa ni onda, kad sam u osnovnoj otopini povisila koncentraciju askorbin-
ske kiseline u omjeru 1 :10. U daljim eksperimentima sam razredivala
krv fosfatnim puferom i dodavala je k 5 ml reakcione smjese. Iz rezul-
tata u tablici 1 razabira se jaka inhibicija stvaranja fenola i raspada
askorbinske kiseline.
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Tablica 1
Inhibicija stvaranja fenola i raspada AK u krvi
ml krvi J g fenola /5 ml ug AK/5mg
|
0,0000 | 28,7 70
0,0007 6.8 266
00070 | 2.6 =
0,0350 \ 2,8 —
00700 | 18 320
0,2500 | 1.0 428
0,5000 i — =

4. Pratila sam i pretvorbu benzena u fenol u homogenatima ovih or-
gana: jetra, srce, slezena, pluéa, misiéi, bubreg, mozak i mast. Organi
nisu sadrzavali slobodan fenol ve¢ samo tragove vezanog fenola. Do-
dani fenol pronaden je kod naknadne analize prakti¢ki u punoj kolicini,
tako da nije uopce bio promijenjen u homogenatima, ili vrlo malo.
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Slika br. 2. Ovisnost kolitine nastalog fenola o trajanju reakcije
Krivulja 1: u osnovnoj otopini

Krivulja 2: u osnovnoj otopini, koja jos sadr¥i aminokiseline, pripravljene prema
sastavu u krui
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Slika br. 3. Inhibicija nastajanja fenola u osnovnoj otopini pomocu aminokiselina. Na

apscisu su nanesen: logaritmi molariteta aminokiselina. a na ordinatu procenti na-

stalog fenola i osnovne otopine. Strelica na ordinati ukazuje koncentraciju amino-
kiselina, koja se normalno javlja u organizmu

Tablica 2

Promjena benzena u fenol u homogenatima organa — utjecaj askorbinske kiseline

ug slobodnog fenola/10g tkiva

prirast fenola nakon

bz AKX doda\./anja
1 mg AK/10 g2 mg AK/10 g

Organ

Jetra 35 13 16
srce 7 — —
slezena ] 5 1 1
pluéa 5 —_ —
misiéi 2 — —
bubreg 3 4 9
mozak 0 7 5
mast 0 — —
bez organa 0 58 70
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Kako proizlazi iz tablice 2 prakti¢ki su svi organi metabolizirali ben-
zen u fenol osim mozga i masti. U stupcu 3 i 4 navedene tablice prika-
zane su razlike u koli¢ini fenola nastalog u homogenatima uz dodatak
askorbinske kiseline i bez nje. Svaka vrijednost je prosjetna vrijednost
rezultata od 2 do 15 ispitanih organa. Iz tablice se vidi, da se dodatkom
askorbinske kiseline poveéava koli¢ina nastalog fenola veoma malo u
poredenju sa djelotvorno$¢u askorbinske kiseline u Cistim otopinama.

DISKUSIJA

Istrazila sam tok oksidacije benzena u puferovanim otopinama askor-
binske kiseline pri koncentraciji, temperaturi i pH komponentama, za
koje se moze pretpostaviti da su prisutni i u organizmu. Male koncen-
tracije benzena, za koje moZemo pretpostaviti da se nalaze u organi-
zmu (9) za vrijeme otrovanja, nisu dovoljne da razviju tolike koli¢ine
fenola, koje bi se mogle analiti¢ki utvrditi. Reakcija te¢e pri dovoljnoj
koncentraciji askorbinske kiseline uz pH, koji je u organizmu.

Benzen se metabolizira in vitro u jetri, srcu, slezeni, plu¢ima, misi-
¢ima i bubregu. Ne moZe se uporedivati sposobnost metaboliziranja
raznih organa medu sobom, jer na sposobnost metabolizacije homoge-
nata utjele niz faktora (individualna razlika eksperimentalnih Zivoti-
nja, nalin homogenizacije, rasprienost suspenzije, vrijeme obradivanja
organa i t. d.). Te faktore sam iskljucila time, $to sam uporedivala
metabolizam organa bez dodatka askorbinske kiseline 1 sa dodatkom.

Mali porast fenola u homogenatima, nakon povetanja nivoa askor-
binske kiseline za dva i &etiri puta, posljedica je inhibicione reakcije
askorbinske kiseline, kako pokazuju rezultati u krvi. Ako oksidaciju
benzena pripiSemo vodikovu peroksidu, koji nastaje pri oksidaciji askor-
binske kiseline na dehidroksiaskorbinsku kiselinu prema shemi:

co co
: |
COH ﬁo
i
COH CcO
i 0 ’\ -
HCO— —_— H(iIO— - H202
| et 1
HOCH HOCH
1 1
CH20H CH20H

H.0.+ C¢Hg —> Ho0 + C¢H;0H
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onda inhibicija moZe nastati na dva mjesta: inhibicija oksidacije askor-
binske kiseline ili inhibicija raspada vodikovog peroksida.

Krv i glutation imaju znalajan obrambeni utjecaj na askorbinsku
kiselinu, dok isprobane aminokiseline tu osobinu nisu uopée imale ili
inhibiraju oksidaciju askorbinske kiseline veoma malo. Zato se moze
pretpostaviti da aminokiseline inhibiraju drugi dio reakcije. Komplici-
rana ovisnost inhibicionih u¢inaka na koncentraciju aminokiselina tesko
se moze detaljnije analizirati, pa se moramo zadovoljiti eksperimen-
talnim faktima izraZenim graficki.

Premda je inhibiciono djelovanje aminokiselina znatno. ne moze mu
se pripisati cjelokupna inhibicija u krvi i tkivima, jer vjerojatno po-
stoje 1 drugi inhibitori. O potpunOJ inhibiciji benzena djelovanjem AK
u organima SV_]CdOCC takoder nasi perfuzioni pokusi s jetrima (10), gdje
¢ak ni povelanje askorbinske kiseline za 50 puta nije utjecalo na meta-
bolizam benzena u perfundiranoj jetri.

S obzirom na to, da se benzen metabolizira na fenol u homogenatima
nekih organa pri normalno niskim nivoima askorbinske kiseline, moze
se zakljuditi, da reakcija u organizmu nije izazvana prisustvom askor-
binske kiseline s obzirom na prisutne inhibitore ne moze ubrzati pretva-
ranje benzena u fenol u organizmu.

Budu¢i da je bilo moguée pretpostaviti da u oksidaciji benzena u bio-
loskom mediju mogu ucestvovati enzimi, trudila sam se da ovu mogué-
nost potvrdim ili dokaZem na taj nacin, da sam prije pokusa prokuhala
jetru i druge organe. Na taj nacin bi se enzimi unistili, a zatim je pokus
proveden na isti nacin kao i sa svjeZim organima. Stvaranje fenola kod
prokuhanih organa bilo je praktitki isto kao i kod svjeZih organa. Osim
toga proveden je i niz daljih pokusa. Nekim uzorcima dodala sam,
pored askorbinske kiseline, 1 benzena i inhibitore katalaze, kao §to je
kalijev cijanid i hidroksilamin, a jedan pokus proveden je s prokuha-
nom krvi. Ni nakon uni$tenja katalaze nije nastajao fenol.
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Summary

EFFECT OF 'ASCORBIC ACID ON "THE: METABOLISM
OF BENZENE

The effect of ascorbic acid on the oxidation of benzene in phenol both in pure solutions
and homogenized organs was studied. Evidence was given that in pure solutions
ascorbic acid produced the oxidation of benzene in phenol, but no such effect was
observed in biological medium. Addition of small amounts of biological material
(blood) to the basic solution brought about a complete inhibition of the oxidizing
reaction. The inhibitory effect of amino acids was also observed. On the basis of the
experiments carried out it may be concluded that in the organism ascorbic acid does
not produce the oxidation of benzene in phenol.
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