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The formation of N-trosamines in gastric juice during the nitrosation of secondary amines by nitrite ions has been inves-
tigated. It has been established, that the ratio of nitrosation of amines in gastric juice is higher than in model systems, due to
the presence of catalysts. On the nitrosation of the formed metabolites generated during the proteolysis of casein and albumin
in gastric juice, the rate of this process is pH and enzyme activity dependent. The dihydroxyfumaric acid and sodium dihy-
droxyfumarate demonstrate inhibition properties during the formation of N-nitrzoamines in gastric juice at the proteolysis of
proteins in the presence of different proteolysis enzymes. The result of the comparative study of the degree of diminishing of
the concentration of nitrite ions at the proteolysis of proteins in the presence of DFH,, AAs and (+)-Ct demonstrate that the
rate of NO,” consumption in the presence of DFH, is the highest, while the constants of the reaction speed vary as follows
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Introducere

Conversia nitratilor si nitritilor in tractul digestiv

Ionii nitrati sunt componenti naturali ce se gasesc in diferite produse alimentare, in special In produse vege-
tale si cele de carne. Aproape 80% de nitrati ce patrund in organism din exterior sunt de natura vegetald, 19% se
contin 1n produsele de carne [1]. S-a calculat cantitatea aproximativa de ioni-nitrati ce patrund odata cu hrana in
organismul uman intr-o zi. Omul primeste pe zi, in medie, circa 100 mg NO, ", iar in Japonia aceasta cantitate este
de 300 mg, In Olanda — 131 mg, in SUA — 106 mg, in Germania — 75 mg si in Elvetia — 48 mg [2].

Pétrunderea ionilor de nitriti Tn organismul uman alcétuieste in medie 12-15 mg/zi: cu hrana — 0,02-0,2 mg,
ca aditivi alimentari — 1,2-2,95 mg, din nitrati (produse vegetale) se formeaza pe cale endogena 10 mg de NO,,
cu apa patrund 0,6 mg si in sistemul gastrointestinal se formeaza 0,33 mg NO,[1].

Din datele prezentate constatdm ca cantitatea cea mai mare de ioni nitriti se formeaza din NO," pe cale
endogend, preponderent in cavitatea bucald. Conform datelor din literaturd, concentratia de NO, in stomacul
normal este mai mica de 10 mM (460 mg/l), in stomacul hipoacid > 150 mM (6900 mg/1), la bolnavi cu ulcer
<2 uM/L (0,09 mg/l) [1].

Ionii nitrati ingerati din produsele alimentare sunt absorbiti in intestin, iar 30% sunt transportati in sange,
concentrati In glandele salivare si resecretati in cavitatea bucala [3], unde sunt redusi la ionul nitrit sub actiu-
nea bacteriilor nitrat-reducatoare [1]. Bacteriile din cavitatea bucala reduc circa 30% din ionul nitart salivar la
ionul nitrit, iar acesta este apoi Inghitit cu saliva si transportat In stomac. Acest proces este unul dintre cele mai
principale in acumularea nitritului gastric. Concentratia NO,™ salivar este de circa 50 uM si poate sd creasca
pand la 200 uM dupa ingerarea unei portii de salata ce contine 2 mM de NO," [4]. Studiind saliva nestimulata,
Mirvish si col. [5] au constatat un nivel mediu de NO, si NO,, care este egal cu 38 mg/1 (0,61 mM) si 7,9 mg/l
(0,17 mM), corespunzator. Valori relativ similare au fost prezentate si de Bodawi si col. [6]. Pe langd NO,’,
glandele salivare mai preiau activ si tiocianatii, pe care de asemenea i secretd in salivd. Tiocianatii pot fi se-
cretati direct in sucul gastric [7]. Concentratia ionilor tiocianati din saliva si sucul gastric se nscrie in limitele
de 1a 200 pM la 2 mM, fiind cea mai mare la fumatori [7]. lonii tiocianati sunt catalizatori importanti in for-
marea agentilor de nitrozare in conditii acide [8]. Nitritii formati in sistemul gastrointestinal interactioneaza
cu aminele si amidele pe cale endogena, formand N-nitrozamine si N-nitrozamide, in rezultatul catalizei acide
sau bacteriene.

Deci, ionul nitrit salivar este un factor determinant in extinderea nitrozarii gastrice. N-nitrozocompusii can-
cerigeni de provenienta dietara sau din fumul de tigara, care patrund pe cale exogena sau se formeaza in vivo
din predecesorii dietici, pot contribui in etiologia cancerului limbii, stomacului, esofagului, cavitatii nazale,
vezicii urinare §i cavitatii bucale, precum si a leucemiei [5,6].

Conversia ionilor nitrati in nitriti in tractul digestiv, in special in stomac, poate fi evaluatd luand in
consideratie flora intestinald. Yoshida a observat [8] ca la incubarea NO, 1n conditii anaerobe in stoma-
cul soarecilor cu flord normala la 37°C, pH 3,5, se formeaza N, gazos in cantitati mari (Fig.1(b)), iar in
cantitdti comparativ mai mici — NO. Se presupune ca producerea N, gazos are loc direct la interactiunea
aminelor cu NO, (metoda lui Van Slyke, utilizatd in determinarea aminelor) dupd reactia prezentata
mai jos [8]:

HN - CH (-R) — COOH + HNO, — HO — CH (-R) - COOH + N, + H,0 (1)
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In [9] autorii confirmi c&, in cea mai mare parte, in conditii normale ionul nitrit in stomac este convertit la
N, de catre proteinele din dieta soarecilor, iar altd parte poate interactiona cu aminele, formand N-nitrozamine
(NNA). La fel, nitritii interactioneaza si cu acidul ascorbic, formand NO [10].

Investigatiile experimentale efectuate asupra conversiei NO,/NO, 1n intestin au constatat ca concentratia
NO; scade complet dupa 6 ore, iar concentratia NO," intai creste, apoi NO, dispare dupd 6 ore; in schimb,
concentratia NH, 1n sistem creste. Deci, in intestin NO, este convertit in NH, (Fig.1(b)) Aceste rezultate au
fost confirmate in vivo prin injectarea "N-NO," la soareci si obtinerea "N-NH, in intestin [8].
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Fig.1. Formarea metabolitilor la inhalarea NO (a) si transformarea '"NO," in vitro in fecalele soarecilor (b) [9].
Mai sus s-a mentionat ca o parte de NO, in stomac interactioneaza cu acidul ascorbic (secretat de catre
mucoasa gastricd) si formeaza NO. Concentratia NO format creste odata cu cresterea [NO, ] in stomac [11-13],
iar concentratia acidului ascorbic 1n sucul gastric scade semnificativ [14]. Scaderea concentratiei de acid as-
corbic (AAs) coreleaza cu cresterea [NO ‘] in saliva. Procesul de reducere a NO," la NO are loc la intrarea in
stomac la pH 1,5-2,5 in prezenta AAs si se realizeaza in cateva secunde. In mediul acid in stomac se formeazi
diferite specii de nitrozare (N,O,, NO"), care interactioneaza cu AAs, oxidandu-1 la radicalul ascorbat, iar apoi
la acidul dihidroascorbic [3,10,15]. O molecula de AAs poate reduce doua molecule ale speciilor de nitrozare,
generand doud molecule de oxid nitric [2]. Prezenta tiocianatilor mareste viteza de producere a NO, deoarece
in sistem se formeaza specii mai active de nitrozare (NOSCN) [2], a caror concentratie creste odata cu creste-
rea aciditatii mediului.
In absenta AAs in sucul gastric se produce o cantitate mici de NO, iar viteza procesului depinde de patratul
concentratiei HNO,:

HNO,+HNO, — N, O, +H,0
I
NO +NO, 2)
Niteit ol Insa, NO format se poate oxida sub actiunea
Itrit salivar . . - -
oxigenului, formdnd NO,. Dacd raportul AAs/NO,’
pH? este mare, atunci NO, format la oxidarea lui NO cu
Jonctiunea GE o O, este redus de AAS. Tiocianagii. maresc Vit.eza de
Acid nitros si i consum a AAs prin doud mecanisme: 1) prin ma-
O ‘NOSCN NO . . . o . . .o . .
N20s T e T rirea vitezei reactiei dintre spegnle'd.e ‘mtroz.aAre si
[pH15] vicer AAs §i2) prin generarea unui nivel initial mai nalt
Vit C . . .

GSH / de NO, care duce la o crestere a vitezei de reactie
N- Nltrozocompu§| Oxid nitric —5% N,05 Nitrit dintre NO $1 02 [16] In COl’ldlEll de foame pH-ul
\ intragastric este de circa 1,5, concentratia medie a

AAs este in medie de 100 uM (10-300 uM) si a io-
nilui tiocianat in medie de 500 puM (200 uM-2 mM)
[14,17,18]. In aceste conditii NO, va fi rapid redus
de AAs. In locul unde saliva se 1ntalne$te cu sucul

Fig.2. Pr(?cE:se chimice de transformare a NO,- in jonctiunea gastric, formarea NO ar putea fi relevanti in inci-
gastroesofagica. denta ridicatd a mutagenezei. Oxidul de azot (II)

N-Nitrozocompusi
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generat de lumen (Fig.2) va difuza rapid si va reactiona cu O, pentru formarea speciilor de nitrozare [19], care,
la randul lor, pot leza ADN direct — prin dezaminarea bazelor sau indirect — prin formarea N-nitrozocompusilor
(NNC) [9,20]. Viteza mare de generare a NO la jonctiunea gastroesofagicd umana va duce la consumul local
si la epuizarea AAs. Aceasta va produce un stres in plus datorita capacititii NO - acidificat de a forma NNC,
potentiali cancerigeni, in absenta AAs 1n reactia catalizata de tiocianat [21,22].

2

Transformarea oxidului de azot (II) in organismul uman

In rezultatul determinarii nitratilor din dieta alimentara utilizati si a celor secretati de organism, s-a con-
statat cd organismul uman elimind mai multi ioni nitrati decat utilizeaza in dietd. Aceasta a condus la ideea ca
unii compusi in organism se oxideaza cu formarea nitritilor si nitratilor [23]. Astfel, s-a constatat ca rolul bio-
logic al oxidului de azot (II) este destul de mare atat in realizarea unor procese fiziologice, cat si in evoluarea
diferitelor patologii.

In afara de formarea NO direct din NO, alimentar in prezenta AAs, in stomac existd un alt mecanism de
formare a oxidului de azot (II), care In continuare se oxideaza la ioni nitriti §i, in cantitati mici, la ioni nitrati.

In organismul uman si animal oxidul de azot (II) (NO) este sintetizat de citre NO-sintetaza din azotul
guanidinic al L-argininei. In rezultatul reactiei de oxidare a L-argininei, proces mediat si catalizat de numeroa-
se enzime, se formeaza si L-citrulind in cantititi echimolare cu NO-. Biosinteza NO din proteine a fost descope-
ritd in 1987, datorita proprietatii lui de a interactiona cu atomul de fier hemic, cu formarea legaturii Fe-N [23],
proces ce determina dilatarea vaselor sangvine. Datorita proprietatilor sale fizice si chimice, NO- este implicat
in multe procese vitale. Fiind o molecula nepolara, oxidul de azot se dizolva in lipide si difuzeaza usor prin
membranele celulare. Solubilitatea oxidului de azot (II) in apa constituie cca 2 mmoli. In prezenta oxigenului
in solutiile apoase ale oxidului de azot (II) au loc diferite transformari ce duc la formarea agentilor de nitrozare,
nitratilor si nitritilor. Continutul de NO, in solutie nu intrece 3% [24]. Reactiile in care participa oxidul de azot (II) si
care stau la baza multor fenomene biologice in vivo pot fi clasificate 1n trei grupe mari: 1) interactiuni cu fierul
hemic si nehemic; 2) reactii cu grupele -SH si -NH,; 3) procese cu implicarea radicalilor liberi.

S-a constatat cd oxidul de azot (II) inhiba formarea trombelor, manifesta actiune in permeabilitatea vaselor
sangvine mici [24]. Sunt date experimentale care demonstreaza implicarea NO' in reglarea neurotumorald a
tonusului musculaturii netede a tractului digestiv, a bronhiilor si a altor organe [25]. In prezent este demonstrat
cd NO sintetizat de NO-sintetaza inductibild In macrofagii activi reprezintd un element esential al rezistentei
nespecifice a organismului [16,26].

Oxidul de azot (II) are un rol important in formarea memoriei §i participa la transmiterea intercelulara si
intracelulara a informatiei, in reactiile imune legate de cele mai periculoase boli, inclusiv infarctul miocardic,
insultul, cancerul si diabetul.

Dar, s-a constatat cd oxidul nitric participa la reglarea multor functii vitale atét ca factor de stabilizare in
evoluarea diferitelor stari patologice, cat si ca factor de inducere a acestor patologii. Astfel, sunt importante
implicatiile oxidului de azot (II) in diferite patologii.

Acumularea intensd a NO' in organism este Insotita de intensificarea formarii superoxidului O,’, care, inter-
actionand cu NO, formeaza peroxinitritul [24,27]:

NO'+ 0, — ONOO' (k;= 7x10°M''s™") 3)

Daca prin reactia 3 in procesele biochimice sunt excluse cu o viteza foarte mare doud molecule deosebit
de importante, cu formarea peroxinitritului foarte toxic, atunci in reactia 4 oxidul de azot are rolul de a inhiba
oxidarea peroxidica a lipidelor.

Interactiunea oxidului de azot (II) cu radicalul superoxid (reactia 3) si cu radicalul peroxid lipidic (reactia 4)
este esentiald Tn mentinerea starii antioxidante celulare:

X NO+LO,— LOONO 4

In solutii neutre peroxinitritul se descompune cu formarea radicalilor liberi foarte reactivi NO', NO, si ‘OH,
care sunt potentiali de a induce distrugerea oxidativa a celulelor si structurilor celulare prin oxidarea sau nitroza-
rea lor [28]. Peroxinitritul, in prezenta oxigenului, poate nitroza direct in proteind resturile de tirozina, cauzand
astfel efecte distructive atat la nivel structural si de activitate a enzimelor, cat si in blocarea signalizarii celulare.

Radicalii liberi pot distruge structurile celulare si extracelulare ale componentelor tesutului conjunctiv, cu pro-
liferarea hondrocitelor, pot intensifica procesele scindarii proteolitice a substantelor intercelulare ale tesutului con-
junctiv [29]. Oxidand resturile de triptofan, cisteina i tirozina din proteine, radicalii liberi inactiveaza ireversibil un
sir de fermenti si, de asemenea, distrug structura ADN, cauzand astfel aparitia mutatiilor [30]. in prezenta radicalilor
liberi s intensificd oxidarea peroxidicd a acizilor grasi polinesaturati, distrugdndu-se integritatea membranelor bio-
logice. In rezultat, structurile celulare devin neprotejate fatd de actiunea factorilor distructivi [31,32].

Modificdrile in metabolismul NO- induc dezvoltarea unor patologii: boli ale sistemului cardiovascular,
inclusiv hipertonie, infarctul miocardului, hipertensiune pulmonara, ateroscleroza, insult, diabet, incompatibi-
litatea transplantului, procese de inflamare cronica si acuta, ciroza ficatului, boli oncologice etc. [33].
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Atunci cand in organism exista procese de inflamare cronica are loc micsorarea sursei endogene de oxid
de azot din L-arginina. In acest caz, enzima Incepe a reduce oxigenul pana la radicalul superoxid si peroxid,
deregland astfel procesele antioxidante tisulare. Starile de inflamare cronica se caracterizeaza prin acumulari
locale ale diferitilor oxizi de azot in tesuturile apropiate (vecine), favorizand astfel procesele de nitrozare a
aminelor si ADN-ului. Se cunoaste ca produsele modificarii aminelor de cétre speciile reactive de oxid de azot:
NO,NO, N,0O,, ONOO se includ in procesele tumorale de multiplicare [34-36]. De asemenea, s-a constatat ca
celulele tumorale pot genera NO. Se presupune cd NO este implicat In metastazarea tumorilor [37].

Acumularea excesiva a NO in organism duce la micsorarea proliferarii si la marirea frecventei apoptozei limfo-
citare si a macrofagilor si, ulterior, la dezvoltarea imunodeficitara secundara. Una dintre urmarile nedorite ale acu-
mularii de NO 1n organism este sinteza endogena a N-nitrozocompusilor, care se formeaza in rezultatul interactiunii
compusilor organici ce contin azot (amine, amide, ureea, guanidina, uretanii) si agentului de nitrozare [38]. i

Nitrozoaminele genereaza carbocationi si prezintd organotropism pentru vezica, stomac, colon, ficat. In
procesul de metabolizare a derivatilor nitrozoaminici de catre complexul enzimatic P-450 are loc hidroxilarea
carbonului o in paralel cu denitrozarea oxidativa si formarea de aldehida si mononitrozoderivati. Monoalchil-
nitrozoamina se descompune spontan in carbocationul responsabil de alchilarea bazelor purinice §i pirimidini-
ce si a resturilor de fosfat din ADN [39-41].

S-au efectuat si se efectueaza in continuare numeroase cercetari in scopul elucidarii toxicitatii produselor
finale ale metabolismului oxidului nitric, nitratilor si nitritilor. Prin utilizarea diferitelor tehnici experimentale
de performanta s-a demonstrat ca ionii de NO," si NO,, caracterizati prin proprietdti de oxidare relativ slabe,
manifestd asemenea activitati biochimice, fiziologice si patologice deosebite, datorita faptului ca in organismul
omului si al animalelor NO," se reduce usor in NO, formandu-se astfel un ciclu metabolic inchis [42].

Material si metode

Nitrozarea substratelor cu nitriti in suc gastric imitat §i real

Pentru a studia in sisteme reale procesul de nitrozare a aminelor 1n suc gastric, au fost colectate probe de suc
gastric, cu caracteristici variate de la diferiti pacienti voluntari din clinica de gastrochirurgie a Spitalului Clinic
Republican. Diagnosticul pacientilor include diferite maladii: pancreatita cronica, colicestita cronica, gastrita
cronicd, colitd cronica, hepatita si ciroza cronica (Tab.1).

Tabelul 1
Caracteristicile fizico-chimice ale probelor de suc gastric colectate de la voluntari
Probe n?sltl:rlii Domiciliul Diagnosticul cgﬁ‘ggf‘;f;l pH-ul g}i’
Pr.1 1974 mun. Chisindu pancreatitd cronica 98 7,82 | 150
Pr.2 1950 mun. Chiginau colecistitd cronica 100 6,74 | 128
Pr3 1987 or. Floresti gastritd cronica 40 2,94 | 121
Pr4 1965 or. Cahul gastritd cronica 104 2,22 | 133
Pr.5 1987 mun. Chisinau gastrita cronica 100 2,58 | 135
Pr.6 1960 or. Cantemir pancreatita cronica 50 7,71 | 125
Pr.7 1950 or. Briceni gastrita cronica 30 1,98 | 137
Pr.8 1947 or. Briceni pancreatita cronica 48 2,13 | 120
Pr.9 1961 or. Glodeni colita cronica 50 6,37 | 103
Pr.10 1949 or. Ungheni hepatita cronica 55 1,66 | 128
Pr.11 1951 or. Floresti ciroza hepatica 47 7,25 | 138
Pr.12 1950 or. Falesti colecistita cronica 20 2,44 | 122

Probele au fost colectate in eprubete sterile din polietilend. Imediat dupa colectare probele au fost omogeniza-
te, folosind un omogenizator magnetic, dupa care s-a determinat pH-ul. Din datele incluse in Tabelul 1 observam
ca intervalul de pH al sucului gastric este destul de larg, variind intre limitele 1,66 + 7,82. Pentru gastrita cronica,
la majoritatea probelor sunt caracteristice marimi joase ale pH-ului, iar pentru pancreatite si colicistite — pH-uri
mai mari. La fel, a fost detrminata si concentratia hemoglobinei, care nu variaza atit de mult in functie de dia-
gnosticul pacientului. In continuare, probele de suc gastric (SG) au fost pastrate la temperaturi joase (-30°C). De-
terminarea concentratiei totale de NNC a fost efectuata prin metoda analizei termo-energetice (ATE) [42]. Partea
alicotd omogenizatd de SG a fost injectata direct in acetat de etil refluxat, care continea HCI/HBr si 1n acid acetic
glacial, iar dupa cantitatea de NO format la denitrozare s-a determinat concetratia de NNA.
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Deoarece NO, influenteaza asupra analizei NNC prin metoda ATE, ei au fost inlaturati din SG, prin addu-
garea acidului sulfamic. La fel, in probele de suc gastric au fost determinati ionii nitriti si nitrati. In continuare
s-a studiat nitrozarea aminelor in SG sub actiunea ionilor nitriti. In calitate de amine au fost studiate dimetilamina
(DMA), dietilamina (DEA) si morfolina (MORF). Procesul de nitrozare in SG a fost studiat in absenta si in

prezenta diferitilor inhibitori.

Rezultate si discutii

Concentratia ionilor nitrati si nitriti in sucul gastric in functie de pH

Pentru a determina legatura dintre N-nitrozarea intragastrica, pH-ul gastric si concentratia ionilor nitriti, au fost
studiate diferite mostre de suc gastric in care s-a analizat concentratia N-nitrozocompusilor, a ionilor nitrati §i nitriti.
S-a constatat ca concentratia NO,” depinde de pH-ul gastric, iar la pH < 5 concentratia lor este foarte mica.

Concentratia ionilor nitriti in sucul gastric normal este, in medie, de 0,12 mg/1 (26 pmoli) si aceasta valoare
creste odata cu cresterea pH-ului pana la pH 5 [43]. Cresterea concentratiei nitritilor se observa la pacientii care
au anemie grava sau alte patologii. S-a constatat ca ionul nitrit in sucul gastric dispare timp de o ord, deoarece
in mediul acid are loc transformarea lui in acid azotos. O parte de HNO, este absorbita de mucoasa, iar o altd
parte se transformd in NO, si NO, care, la rAndul sau, se oxideaza pana la ionul nitrit sau reactioneaza cu com-
pusii reducatori, aminele, formand N-nitrozoderivati [44].

In rezultatul investigatiilor experimentale s-a constatat ca continutul de ioni nitriti si nitrati variaza in func-
tie de diagnosticul pacientului (Tab.2).

Tabelul 2
Concentratia NO, si NO, in sucul gastric colectat de la pacienti cu diferite patologii

Patologia [NO,], mol/l INO, ], mol/l

Pancreatita (4,07 - 5,95)-10* (3,12 - 4,78)-10°

Colecistita (1,12 - 1,5)-10* (4,27 - 2,55)-10°
Gastrita (3,81 -7,01)-10* (2,8-2,67)-10°
Hepatita (7,01 - 7,38)-10* (3,37 - 6,49)-10°

Cea mai Tnaltd concentratie a nitratilor si nitritilor s-a depistat In cazul hepatitelor cronice (Tab.2), iar cea
mai joasd — in cazul colecistitelor cronice. Continutul de NO,” si NO," in sucul gastric este mai Tnalt la persoa-
nele de sex masculin (Tab.3).

Tabelul 3
Concentratia nitratilor si nitritilor in sucul gastric
Sexul INO,], mol/l [NO, ], mol/l
Feminin (1,50 - 6,32)-10* (2,67 - 4,71)-10°
Masculin (1,51 -11,2)-10* (2,04 - 8,22)-10°

S-a constatat ca continutul de ioni nitrati si nitriti In probele colectate de suc gastric depinde de pH-ul me-
diului. Concentratia ionilor nitriti este mai mica la pH-uri scazute. In intervalul de pH 1,66-2,96, concentratiile
nitritilor variaza de la 1,41 mg/1 (2,04:10° mol/l) pana la 2,98 mg/l (4,32-10° mol/l). La pH > 6 — variaza in
intervalul de la 2,86 mg/1 (4,14-10-° mol/1) pana la 5,68 mg/1 (8,22-10"° mol/l) (Fig.3).

In conditii cu aciditate normala (pH 2,5) flora -
bacteriana nu se dezvoltd si ionul nitrit intragastric '
este de natura salivara. Cand pH-ul gastric creste, 51
se mareste viteza de dezvoltare a microorganisme-
lor, ce reduc ionul nitrat la ionul nitrit, iar pH-ul
optim pentru reducerea ionului nitrat sub actiunea
bacteriilor este intre 7 si 8. Aceste date experimen-
tale sunt in acord cu datele din literatura [45-47]. .
Cresterea concentratiei de ioni nitriti, odatd cu ma-
rirea pH-ului, este determinatd de cresterea vitezei 0 , , , , , , ,
de transformare enzimatica a NO, in NO,. . L e & 4 5 8 i 8B pH

Expunerea organismului la actiunea nitrati- Fig.3. Concentratia ionilor nitriti in diferite probe de suc
lor este determinatd In mare masurd de nivelul de gastric in functie de pH.

4

[NOg], mg1
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poluare a apelor, mai ales 1n localitatile rurale, unde apele freatice sunt utilizate fara a fi tratate. Comparand
continutul total de ioni nitrati ce patrund in organismul uman (in 12 tari), Mirvish [45] a gésit o corelatie
importanta intre incidenta cancerului gastric (CG) si concentratia NO,". Cea mai mare incidentd a CG a fost
depistata in Japonia, iar cea mai mica in SUA (in Japonia de trei ori mai mare decat in SUA). Consumul inalt
de nitrati In Japonia este legat de continutul lor inalt in vegetale, iar incidenta scazutd a CG in SUA autorul o
explica prin utilizarea permanenta a fructelor si legumelor proaspete.

Concentratia ionilor nitrati in probele analizate de suc gastric este cu mult mai Tnaltd decat concentratia
NO, si variaza in intervalul 1,5-10* mol/I (12,8 mg/l) — 1,12:10” mol/l (95,2 mg/l) (Fig.4).
120 - Concentratia ionilor nitriti creste semnificativ la
incubarea (37°C) probei de suc gastric cu pH 7,82,
. comparativ cu pH 2,44 (Fig.5), in care acest proces
an nu are loc.
Aceste studii experimentale confirmi ca concen-
- tratia ionului nitrit din sucul gastric este dependenta
an { de pH-ul intragastric si la pH < 6 concentratiile NO,’
. ., sunt mai mici, deoarece in aceste conditii stab.ll%tatea

. - nitritului este joasa, fiind determinata de reactivitatea
o - - - - - - - - - | lui inaltd. Nitritii se consuma la interactiunea cu ami-
0 1 2 3 4 5 3 7 8 pH . i . ’
nele, amidele, peptidele s.a.

100

&0 4 . *

INO5]. mgfl

Fig.4. Continutul ionilor nitrati in diferite probe.

Reducerea enzimatici a nitratilor in prezenta Bifi-
54 colului si nitrozarea aminelor secundare in suc gastric
i In rezultatul studiilor experimentale s-a constatat
ca viteza de transformare a ionului nitrat in ionul nitrit
depinde de diferiti parametri: [NO,] , pH-ul mediului
2] si doza de microorganisme din sistem. Pentru studiul
experimental al procesului de transformare a nitratilor
! . in nitriti a fost utilizat Bificolul, care reprezinta o masa
0 ‘ ‘ 5 microbiand uscatd, obtinuta prin liofilizare si care con-
0 50 100 150 tine microorganisme antagoniste active, bifidobacterii
T min (B. biﬁdum).si Escherihia coli .(E. co?i M—] 7). ‘

——pH78 8 H244 ’ S-a studiat transformarea ionului nitrat in sistem-
model in prezenta Bificolului dupa acumularea ionului
nitrit (Fig.6). Analizand datele prezentate in Figura 6
constatam ca ionul nitrat in astfel de conditii se reduce
la ionul nitrit timp de 60 min. Pentru doza de Bificol utilizata (0,33 doze la fiecare proba) concentratia ioului
nitrit creste semnificativ, pana la 0,25 M .

[NO5 "] 10-4. M

Fig.5. Variatia CNOQ' in timp, la pH diferit de suc gastric
in f(pH). in sucul gastric, t=37°C.

14 g
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[NO7L-10™ M
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—o— [N03]=0,5 B —=— [NO5 ]=0,5 M —— [NO3]=0,25 M —— [NO41=0,1 M doza de Bificol

Fig.7. Viteza de reducere a NO," la NO, in f([Bificol] ).

Fig.6. Curbele cinetice de formare a NO, lare-
ducerea NO, in prezenta Bificolului in f([NO, ] );
pH 7, t=25°C.

In Figura 7 este prezentati viteza de formare a ionului nitrit, care creste odati cu marirea dozei de Bificol de
la 0 panala7,39-10° Ms™. Formarea ionului nitritului din nitrat in prezenta Bificolului este influentata direct de
pH-ul mediului [50]. La pH-uri acide sau bazice viteza de reducere este scazuti si creste la pH neutru, trecand
prin maxim la pH 7 (Fig.8). Aceste reztultate sunt in corelatie cu rezultatele prezentate in Figura 3.

Astfel, constatdm ca procesul de reducere a ionului nitrat la NO, in stomac, unde pH-ul normal este de circa
2,5, decurge destul de lent si astfel in sucul gastric cu pH mic obtinem concentratii nalte de ioni nitrati (Fig.4).
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In cazul aclorhidriei sau altor boli, care induc marirea pH-ului, este stimulatd dezvoltarea microorganismelor
nitrat-reducatoare, care reduc nitratii la nitriti.

Ionii nitriti, formati in urma procesului de redu-
cere a ionilor nitrati, servesc ca agenti de nitrozare
pentru diferiti compusi nitrozabili: amine, amide,
aminoacizi, polipeptide, proteine. Cele mai mari
concentratii de NNC au fost determinate la valorile
pH-ului intre 6,0-8,42 (3,57 + 0,33 umol/l) si mai
scazute la pH 1,1-2,99 (1,45 £ 0,17 pmol/l). Aceste
marimi s-au comparat cu concentratiile NNC gasite . . . . . ‘
la pH 3,00-5,99 (1,02 £ 0,12 umol/l), care sunt cele s 5 8 7 8 9 i
mai mici. Astfel, concentratia NNC formati depinde Fig.8. Viteza de reducere a nitratilor la nitriti in prezenta
de concentratia ionilor nitriti atat pentru mediul acid, Bificolului in f(pH).
cat si pentru cel neutru sau bazic.

Din analiza continutului total de N-nitrozamine volatile ce se contin in probe de suc gastric s-a constatat
ca principalele NNA sunt: N-nitrozodimetilamina, N-nitrozodietilamina, N-nitrozoetilmetilamina, N-nitrozo-
morfolina, N-nitrozopirolidina, N-nitrozopiperidina, N-nitrozo-di-propilamina. Concentratia de NNA volatile
totale este in medie de 4,84 nmol/l (0 - 17,7 nmol/l) [46]. In rezultatul determinirii concentratiei NNA volatile
in sucul gastric in functie de pH, s-a gasit o corelatie pozitiva in intervalul de pH 4,0-7,5 intre concentratia
NNA volatile totale si individuale si pH, care se explica prin intensificarea creserii bacteriene ce mareste viteza
de conversie a ionului nitrat in ion nitrit.

La fel, continutul NNA volatile totale si individuale este mare la pH-uri joase (1,0-1,5), deoarece in acest
caz are loc un proces de catalizd acida a nitrozarii substratelor. Tricher [47] a analizat continutul de amine
secundare ce se contin in sucul gastric, care a fost colectat de la diferiti pacienti. Principalele amine secundare
nitrozabile gasite in saliva, suc gastric, sange, urina au fost DMA 0,87 ug/l, pirolidina (Pyr, 0,18 ug/1), piperi-
dina (PIP 1,35 pg/l) si DEA 0,05 pg/l.

N-nitrozocompusii cancerigeni, care se formeaza 1n stomac, sunt potentiali agenti initiatori in patogeneza
cancerului gastric. In acest context, studiul procesului de nitrozare a aminelor in suc gastric si, in special, inhi-
bitia acestui proces are o importantd mare. Unii inhibitori studiati in prezenta lucrare au fost testati $i comparati
pentru efectul lor de diminuare a concentratiei de ion nitrit si NNC.

In calitate de inhibitori s-au studiat acidul dihidroxifumaric, extractul carotenoidic din spirulini (pigment
carotenoidic, PC), esterii dimetilici al acidului tartric si dihidroxifumaric si rezveratrolul. Procesul de inhibitie
a fost studiat atat dupa variatia [NO, ] in sistem, cét si dupd formarea NNC, prin metoda ATE. In proba de suc
gastric cu pH 1,86 a fost studiatd nitrozarea DEA, DMA si MOR [49-51]. Nitrozarea in suc gastric (sistem
real) are loc cu o viteza mai mare decét in sistemul-model. La nitrozarea comparativa a MOR 1n suc gastric
si in sistem-model, s-a constatat ci concentratia NMOR in suc gastric este mai mare [59]. in acelasi timp, in
prezenta PC are loc micsorarea randamentului reactiei de formare a NMOR odata cu cresterea PC (Fig.9).
Pigmentul carotenoidic este activ nu doar in sistemul-model, dar si in sucul gastric si astfel inhiba procesul de
formare al N-nitrozomorfolinei.

Sucul gastric este un sistem complex care contine in special HCI. Totusi, pe langd HCI, in sucul
gastric se mai contine acid lactic format 1n rezultatul fermentarii lactice: acizii acetic, valerianic, oleic
reprezinti la fel produse ale proceselor fermentative. In su-
cul gastric sunt prezente diferite enzime (pepsind, tripsina), 251
ionii de clor, SCN-, compusi ai azotului s.a. Unii din acesti
componenti servesc drept catalizatori (SCN-) in procesul de
nitrozare a aminelor.

Rezultatele experimentale (Fig.10) indica la faptul ca in-
hibitorii utilizati in procesul formarii NMOR in suc gastric
diminueaza [NO,], astfel concentratia NMOR formate va fi

W,-10 ¢ Mis
.

20+

Randament, %

cu mult mai mica. Din FiguralO constatam ca cel mai efec- 54
tiv inhibitor la nitrozarea MOR in sucul gastric este DFH,.

A . 04
Astfel, prqcesul dp formare a NNC in stomac dfeplnde de o oo0ss o042 osos 125 208
concentratia catalizatorilor si inhibitorilor. Totusi, concen- [P.C1, mg/mi
tratia ionilor nitriti este primul factor limitativ, deoarece ®inapa  Minsuc gastric

concentratia aminelor in stomac este in exces. In mediul Fig.9. Dependenta n a reactiei de nitroza-
acid al sucului gastric are loc nitrozarea substratelor sub e 3 MOR in prezen’ga PC in sucul gastric si in
actiunea catalizei acide cu formarea agentilor de nitrozare sistemul-model; [NO,Jo =5 mM, [MORJo =5 mM,
formati din nitriti. [NaCl]o = 0,5 mM; pH 2,5.
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- Nitrozarea enzimaticd a metabolitilor proteinelor cu
ioni nitrifi in prezenta pepsinei, tripsinei i chimotripsinei

In calitate de substraturi de nitrozare in sistemul gas-
trointestinal pot servi peptonele, aminoacizii si aminele
ce se formeaza la proteoliza proteinelor. Acest proces

a incepe in stomac sub actiunea fermentului proteolitic

—= = ; ¥ pepsina, care actioneazd mai ales asupra legaturii pepti-
dice indepartate de capetele lantului polipeptidic al albu-
minelor §i globulinelor. Sub actiunea pepsinei mai usor
scindeaza legaturile formate la aminogrupa aminoacizi-
lor aromatici [43]. In procesul de hidroliza in stomac se

Fig.10. Dependenta consumului de nitrit la nitrozarea formeaza peptone (un amestec de peptide), care nu sunt
morfolinei in diferite sisteme: asimilate in stomac si care, impreuna cu bolul alimentar,

[NO,Jo=1-10“*M, [InhibJo = 1-10“M, pitrund in duoden. Ca enzime proteolitice servesc: tripsi-

[MOR]o = 1-10°M; pH 3,4, t = 37° C. na, chimotripsina, carboxipeptidaza si alte peptidaze.

Astfel, proteinele din produsele alimentare, in tractul gastrointestinal, se transfotma in aminoacizi liberi sub
influenta unui grup succesiv de enzime proteolitice [44]. Transformarea proteinelor si a aminoacizilor liberi
in tractul gastrointestinal este influentatd de microflora intestinald — microorganismele care sunt prezente in
mod normal 1n intestin. O parte din aminoacizi, sub influenta microorganismelor, se transforma in amine, acizi
grasi, alcooli, fenoli, indol, scatol, H,S s.a. in rezultatul urmatoarelor procese [45]:

1) decarboxilarea aminoacizilor in prezenta microorganismelor si formarea aminelor respective, care pot
fi toxice;

2) dezaminarea aminoacizilor, care duce la ruperea aminogrupei sub forma de amoniac si, in dependenta de
conditii, la formarea diferitelor produse, ca acizii saturati si nesaturati, ceto- si oxoacizii.

Aminele obtinute la decarboxilarea aminoacizilor sunt substante active din punct de vedere farmacologic,
iar unele sunt chiar toxice. Sub influenta microorganismelor din aminoacizi se formeaza aga amine, ca: putres-
cina, cadaverina (ec.5.), feniletilamina, indoliletilamina, care se neutralizeaza in ficat [45].

[NOF ], 40 -5 M

=T T S - )

Tirmp, min

—e—MOR + nitrit sidem mode) —a—MOR + nitrit (5G)
——MOR + nitrit + EDMD (S5)1  —s—MOR + nitrit + DFH4 (3G)

E.coli, Bacillus lactis

CH2 - (CH2)3 — CH - COOH CH2 > (CH2)3 — CH2 (5)
| | - o, | |
NH2 NH2 NH2 NH2

Lizina cadaverina

Microorganismele Escherichia coli contin un grup de fermenti, care hidrolizeaza legaturile peptidice din pro-
teind si in rezultatul acestor procese biochimice se formeaza peptide, care in continuare pot fi supuse nitrozarii.

Nitrozarea are loc la grupa amino-primara terminala cu formarea diazopeptidelor, care sunt instabile, iar la atomul
de azot al peptidei se formeaza o N-nitrozopeptida. Sub actiunea nitritului in mediul acidifiat, de obicei, diazopepti-
dele se formeaza mai usor decit N-nitrozopeptidele, dar se descompun mai rapid. Ins3, diazopeptidele se formeaza
rapid la pH neutru din oxizii gazosi ai azotului si sunt relativ stabile in asemenea conditii. N-nitrozopeptidele sunt
mult mai stabile decat diazo-
RN peptidele — atat la pH acid,

R
I MO ' M COy
M O .H —_— - A : a :
HQN/HT 02 i+ RO N?W Y cat si neutru. Atat diazopep-
R

etapa 1 . P . .
0 tidele, cat si N-nitrozopepti-

(1) l NuH dele sunt citotoxice.
Ca si alti aminocompusi,
Bt h R peptidele reactioneazd cu
! N /J\/ Mo GOy agentii de nitrozare in anumi-
i d 'L , + o, te conditii. Natura produsilor
formati depinde de aminoaci-
RO zii constituenti ai peptidelor.

.
i | . A = =
A COy  NOX e Cog Dar, in forma generala se pot
Hat C|)' \]/ .
R

etapa 2 o o prezenta doud reactii, indi-
(2) ferent de natura acestor con-

MuH . . R
\ stituenti (schema 1). Prima
o reactie (etapa 1) implica grupa
ino- primara inald, care
OH 4 NU/J\\CO Hoew 4 amino- primara terminala,
= M H,0 ~ .
uH=HCI H20 DMNA, stc. HaNJ'/TﬁT 2 27 4% quferd deaminarea cu formarea

o unui diazoderivat (1). A doua
Schema 1 reactie (etapd 2) include
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reactia atomilor de azot ai peptidelor cu formarea N-nitrozoderivatului, care, interactionand cu nucleofilii
(NuH), provoaca ruperea legaturii peptidice [43]:

a) Nitrozarea metabolitilor formati la proteoliza cazeinei

Scopul principal al cercetarilor experimentale efectuate a fost studierea procesului de nitrozare ce se produ-
ce 1n conditiile unui sistem gastrointestinal imitat la patrunderea alimentelor in stomac si studierea capacitatii
reductonilor in prevenirea acestui proces. In rezultatul proteolizei, proteinele din alimente sunt scindate in
stomac, sub actiunea pepsinei care se gaseste in sucul gastric. Aceastd enzima actioneaza mai mult asupra le-
géturilor indepartate de capetele lantului polipeptidic cu formarea peptonelor, care nu sunt absorbite in stomac.
In intestin, sub actiunea tripsinei, chimotripsinei, carboxipeptidazei, produsele obtinute se supun in continuare
scinddrii proteolitice. Tripsina scindeaza, mai ales, legaturile formate din grupele carboxilice ale aminoacizilor
arginind sau lizina. Chimotripsina scindeaza legaturile peptidice atat ale proteinelor nescindate, cat si ale pep-
tonelor (mai ales, legaturile formate intre aminoacizi aromatici, precum tirozina, triptofanul, fenilalanina).

Astfel, In sucul gastric, componente de nitrozare pot fi metabolitii formati de la scindarea hidrolitica a pro-
teinelor sub influenta enzimelor (ec.6):

o O ONOO
I I NZO3 [
-NH-CH-C-NH-CH-C - -NH-CH-C-N- ——» CH-C- (6)
I I I I
R, R, R/ R,
Peptona N-nitrozopeptond

In intestin, nitrozarea decurge la un pH bazic si acest proces este influentat de microflora intestinala. Stu-
diile experimentale denota ca bacteria E.coli reduce ionii nitriti pAnd la NO cu o mica parte de N,O in conditii
anaerobe. Cercetarile au demonstrat ci sub influenta E.coli in intestin se formeaza, preponderent, nitrozodi-
metilamina (NDMA) din dimetilamina (DMA), ion-nitrit $i microorganisme prezente in microflora intestinala.
Insa, acest proces depinde nu atét de prezenta microflorei, cit de componenta enzimatica [18].

Experimental s-a studiat [55-58] procesul de formare a NNC la nitrozarea cu ioni nitriti a metabolitilor
formati la hidroliza proteinelor (cazeina si albumina) in functie de diferiti parametri: pH, [NO,] , concentratia
proteinei, acidului dihidroxifumaric, hidrogenodihidroxifumaratului de sodiu [DFH,Na], (+)-catehinei ((+)-Ct) si
acidului ascorbic (AAs).

Analiza NNC formati s-a efectuat prin metoda spectrofotometrica-extractionala. La fel, concentratia NNC
s-a determinat prin metoda ATE [42]. Cazeina a fost dizolvatad In mediu bazic la baie de apa fierbanda timp de
10-15 min., apoi a fost raciti pana la temperatura camerei si acidulatd cu HCI pana la pH 2,5. In sistem a fost
addugata solutie tampon citrat-fosfat si proba a fost termostatata la 37°C.

Enzimele proteolitice s-au solubilizat in solutie tampon cu pH-ul optim respectiv: pepsina se dizolva la
pH 2,5, iar tripsina — la pH 7,8, chimotripsina — la pH 8. Pe parcursul reactiei in diferite perioade de timp se
preleveaza probe (5 ml) din care se efectueaza extractia NNC, mai intdi cu 4 ml, apoi cu 3 ml de eter dietilic.
Extractul obtinut se spectrofotometreaza la A =335 nm si A,=235 nm.

S-a studiat procesul de formare a NNC la proteoliza cazeinei in functie de concentratia agentului de nitrozare.
Studiul s-a efectuat pentru diferite enzime la pH-urile caracteristice fiecarei din ele. S-a utilizat urmatoarele
concentratii: cazeina (2 %), pepsind (pH 2,5), tripsind (pH 7,8), chimotripsina (pH 8) cu concentratii de 5 mg/ml;
NaNO, (1-10*, 5-10%, 1:10”* M), solutie tampon citrat-fosfat (pH 2,5 si 7,8-8,0).

S-a constatat cd marirea concentratiei agentului de 14
nitrozare in intervalul 1-10“-1-10°M duce la cresterca
concentratiei de NNC formati. Viteza initiala de formare
a NNC creste odata cu cresterea [NO, ] si este maxima in
prezenta chimotripsinei (Fig.11). In cazul chimotripsinei,
in sistem creste concentratia de nitrozocompusi si dia-
zocompusi formati la nitrozarea cazeinei. Acest proces
poate fi explicat prin proteoliza mai profunda a cazeinei
sub actiunea chimotripsinei in comparatie cu pepsina §i 4
tripsina. Este cunoscut ca chimotripsina scindeaza, pre-
ponderent, legaturile peptidice ale aminoacizilor aro-
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10
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Win, x 107 51

matici; in aga mod, se formeaza peptide cu aminoacizi 0 . .
aromatici terminali, care nu formeaza diazocompusi, ci pepsind tripsing chimetripsing
nitrozocompusi. Fig.11. Viteza initiala de nitrozare a cazeinei in pre-

Procesul de nitrozare a metabolitilor cazeinei depinde zenta enzimelor; [NO,],=1-10* M, [cz] =1%, [enz] =
de pH-ul mediului [55]. S-a studiat procesul de formare a 5 mg/ml, t=37°C.
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) NNC in prezenta tripsinei in intervalul de pH 6,8+9. S-a
constatat ca cresterea pH-ului diminueaza viteza proce-
sului de formare a NNC in acest interval (Fig.12).
Concentratia NNC formati este maxima in interva-
_— lul de pH 6,8+7,8 (Fig.12). Viteza initiala de formare se
w“ micsoreaza odatd cu cresterea pH-ului, datorita faptului
S ca tripsina 1si pierde activitatea odata cu depasirea inter-
i valului optim. Astfel, nu are loc procesul de proteoliza cu
= scindarea legaturilor din grupele carboxilice ale argininei
\ si lizinei i, la randul sau, cel de nitrozare a substratilor.

2 . . . . . b) Nitrozarea metabolitilor formati la proteoliza
B4 7 75 8 85 “ albuminei
. . . . . In cazul proteolizei albuminei la formarea NNC sub
Fig.12. Viteza de nitrozare in f(BH) la p.mt.eo,hzf actiunea pepsinei se urmadresc aceleasi tendinte. Viteza
cazeinei sub actiunea tripsinei; [cz]=1%, [tripsina] = d o dati " tr t" ionil
2,5 mg/ml, [NO,],=1-10* M, t=37°C. e 1.11.terza.re creste odata cu cresterea concentraiel 1onilor
nitriti in sistem. Variatia densititii optice (D) a NNC, de-
terminata prin metoda spectrofotometrica extractionala la X =235nmin f[NO T, la proteohza Alb sub actiunea
pepsinei, este prezentatd n Figural3(1). Ordinul de reactie fata de [NO, ], este egal cu 1. Astfel, constatam ca in
calitate de agent la nitrozarea peptidelor, formate 1n sistem in aceste condlpl participa cationul de nitrozoniu.
Viteza de nitrozare a metabolitilor formati la proteoliza
Moz, mM ) o . < <
0.1 03 0s 07 Alb sub actiunea pepsinei se micsoreazd odatd cu creste-
i i | | 84 | rea pH-ului in intervalul pH 1,5-4,0 (Fig.13(2)). Pentru
0 a diminua concentratia NNC formati la proteoliza Alb,
s-au utilizat urmatorii reducdtori: DFH,, (+)-Ct si AAs.
Procesul s-a studiat dupa formarea NNC sub actiunea
_ acestor inhibitori si dupd variatia concentratiei de NO,.
p | Dacd comparam W, de consum a NO, in procesul de
proteolizd a Alb pentru diferiti inhibitori, constatdm ca
ea este maxima in prezenta DFH, si creste odata cu cres-
terea [DFH, ], (Fig.14). Constantele vitezei de consum a
ionului nitrit in functie de natura inhibitorului in acest
sistem sunt urmatoarele:

L=y [} ] o
! ! !
T T T

W, 1047, Ms-1
[}
[=]
[

2
1
1
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pH
Fig.13. (1) Dependenta D a NNC la A=235 in {INO,], kDFH4 > kAA > k(+)c¢
la nitrozarea Alb; pH 2,5; [Alb] =0,4%,; [peps],=2,5 mg/l . Al . Al . Al
(2) Viteza de consum a NO, la nitrozarea Alb in f(pH); 0.94-102, M"s 0,6-102, M"s 0.4-102, M”s
[Alb] =0,4%; [peps] =2,5 mg/l; [NO,J=1-10"M.

Din datele experimentale obtinute la nitrozarea albuminei si cazeinei constatdm ca mai usor se supun nitro-
zarii metabolitii formati la scindarea proteoliticd a cazeinei (Fig.14).

16 0.2 -
~ ty 01
= 121 BDF4 =
=" 40 = 0%
o mAs 5 9 albuming
® g g_ 0LK
.gm o OeHC % oo | m cazeind
o4 G
g o
21 o
0+= 0
0 0.4 0.3 15 1 05 10 15 20 25
[Red]o, mkd timp, ore
Fig.14. Variatia WN°? in f[Red], la nitrozarea Alb Fig.15. Nitrozarea Alb si Cz in tractul gastrointestinal
e H 0 it . $—"70(. — . —
sub actiunea pepsinei; pH 2,6; [Alb] =0,4%; [peps] =2,5 imitat; t=37°C; [prot] =0,4%; [peps]=2,5 mg/Il.

mg/l; [NO,],=1-10*M, t=37°C.
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Concluzii

\ S-a constatat ca in probele de suc gastric (SG) colectate de la diferiti pacienti concentratia nitratilor si
nitritilor depinde de pH-ul SG. Concentratia ionilor nitriti este mai mica la pH-uri joase (pH 1,5-2,5) si variaza
intre 1,41 mg/1 (2,04-10° M) si 2,98 mg/l (4,32:10° M). La pH>6 concentratia NO, "nitritilor creste in inter-
valul de pH 6-8 de 1a 2,86 mg/1 (4,14:10° M) pana la 5,68 mg/1 (8,22-10° M), datorita dezvoltarii microflorei
bacteriene.

\ Concentratia ionilor nitrati in probele analizate de SG este cu mult mai inalta comparativ cu [NO, ] si variaza
in intervalul 1,5-10“4M (12,8 mg/l) — 1,12-10>M (95,2 mg/l). Spre deosebire de ionii nitriti, concentratia ionilor
nitrati este mai inaltd in mediul acid, deoarece la pH-uri joase microflora bacteriand se dezvoltd mai putin.

\ Viteza de nitrozare a aminelor in sucul gastric este mai inaltd decat in sistemul-model, deoarece prezenta
ionilor de SCN- catalizeaza acest proces, iar factorul limitativ este concentratia nitritilor, deoarece concetratia
aminelor este Tn exces.

\ La nitrozarea metabolitilor formati la proteoliza cazeinei in prezenta enzimelor s-a constatat ci viteza
procesului depinde de natura lor (pepsina, tripsind, chimotripsind) si este maxima sub actiunea chimotripsinei.
Viteza procesului la fel depinde de pH-ul mediului.

\' S-a constatat ci DFH,Na si DFH, poseda proprietati de inhibitor in formarea NNC la proteoliza cazeinei
si albuminei in prezenta diferitelor enzime. Concentratia NNC se micsoreaza de 1,5 ori la [DFH,Na]=5-10*M
fatd de proba control.

\ Analiza continutului substratului nehidrolizat in corelatie cu concentratia produselor hidrolizei demon-
streaza ca activitatea enzimelor studiate nu este influentata de prezenta DFH,Na la concentratiile studiate.

\ In rezultatul studiului comparativ al gradului de diminuare a nitritilor la proteoliza albuminei in prezenta
DFH,, AAs si (+)-Ct, s-a constatat cd viteza de consum a NO," in prezenta DFH, este maxima, iar constantele

de viteza sunt urmatoarele:
> k > k

DFH4 AAs (+)Ct

0,94-102, M''s'  0,6:102, M's™! 0,4-102, M's™!
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