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In the stomach, the dietary nitrite reacts with the nitrosable substrates (amines, amides, etc.) forming carcinogenic
N-nitroso compounds. The process of inhibition of NOC formation is based on the reduction of the nitrite to NO, which
is not a direct nitrosating agent. Considering all this, we have decided to study the nitrite reduction, using various com-
pounds, as: quercetin (Que), (+)catechin ((+)Ct), rezveratrol (Rezv), dihydroxyfumaric acid (DFH), the dimethylic ester
of the dihydroxyfumaric acid (EDMD), the dimethylic ester of the tartaric acid (EDMT) and ascorbic acid (AA) used as
reference.

We obtained that the increase of the reductants concentration leads to the increase of the reduction rate of nitrite,
which indicates the existence of a dose dependent effect.

The reduction rate was investigated function of the pH value: 1.5, 2.6, 3.4, 4.6 and 5.6. The reductants and nitrite
concentrations were of 1:10* M. The best results were obtained at pH 1.5 for all reductants. Thus, the pH has a direct
influence on nitrite reduction.

The most efficient nitrite-reducing agents are Cver, (+)Ct, Rezv, and DFH,, followed by EDMD and AAs, whereas
EDMT showed very weak antioxidant properties. This can be explained by the chemical structure of the investigated
compounds and their behavior in various reaction media.

Introducere

Cresterea interesului stiintific privind generarea N-nitrozocompusilor cancerigeni din nitratul si nitritul
alimentar [1] in tractul gastrointestinal [2] claseaza acest domeniu ca unul prioritar. Acest proces poate
decurge 1n stomac datoritd acidifierii nitritului cu formarea acidului nitric si a agentilor de nitrozare [3].

Sursa principala de nitrit In stomac este saliva inghititd care contine o concentratie substantiala de nitrit
ce deriva din circuitul entero-salivar al nitratului alimentar. Nitratul este absorbit din intestinul subtire, dar
cca 25% este reciclat in glandele salivare si resecretat in cavitatea bucala [4,5]. Bacteriile reduc cca 30% din
acest nitrat pana la nitrit [6,7]. Astfel, in conditii normale, continutul de nitrit salivar este de cca 50 pM, dar
creste pana la 200 uM dupa utilizarea alimentelor din dieta alimentara, cu un continut de nitrat de 2 mmol [8].
S-a constatat cd concentratia de nitrit din esofag este similara cu cea din saliva [9]. Atunci cand secretia
alimentard ajunge in sucul gastric acid, nitritul este convertit Tn acid nitric si diferiti agenti de nitrozare, cum
ar fi NO", N,O; [26]. Aceste specii pot interactiona in continuare cu moleculele N-nitrozabile cu formarea
ulterioara a N-nitrozocompusilor.
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N-nitrozocompusii sunt cancerigeni potentiali datorita abilitatii lor de a alchila moleculele de AND [3].

Micsorarea expunerii omului fatd de NOC endogen-formati, ca o cale de prevenire a cancerului, este posi-
bild prin utilizarea inhibitorilor proceselor de nitrozare. Astfel, acidul ascorbic si ascorbatul sunt cunoscuti ca
inhibitori ai procesului de nitrozare prin reactia cu agentii de nitrozare [10-14]. S-a constatat [27] ca acidul
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ascorbic (AAs) este unul dintre cei mai efectivi antioxidanti cu greutate moleculara mica in plasma. Cercetarile
experimentale au demonstrat ca AAs inhiba formarea N-nitrozaminelor; prin urmare, poate preveni dezvol-
tarea cancerului [28]. Acidul ascorbic sau vitamina C poate contracara efectul aparitiei cancerului sistemului
gastrointestinal si al cavitatii bucale [29-32]. Astfel, efectul protectiv al AAs s-a observat in diferite varietati
de cancer ce includ: laringeal, esofagal, pancreatic, gastric, colorectal, cervical si cancerul vezicii urinare [28].

Deoarece AAs este un captor de radicali liberi, este posibil ca el sa blocheze procesul de nitrozare prin
captarea radicalilor NO si, prin urmare, sa previna nitrozarea. De asemenea, el poate sa inhibe formarea
cancerigenelor prin blocarea conversiei precursorilor (procancerigenelor) in cancerigeni §i metaboliti can-
cerigeni [33].

In acest caz, AAs interactioneazi cu agentii de nitrozare (cum ar fi N,O3) si se oxideazi la acid dihidroas-
corbic. La fiecare mol de AAs oxidat se formeaza doi moli de NO, care nu mai sunt agenti de nitrozare [34].

Compusii polifenolici, care patrund in organism In cantititi mari o data cu dieta alimentara la utilizarea
fructelor, sucurilor, vinurilor, la fel sunt potentiali agenti de blocare in formarea NOC [15-18]. Polifenolii
includ un sir de compusi sintetizati de plante, cum ar fi: flavonoizii ce se gasesc in ceai (catehinele), izofla-
vonoizii din soia (ginisteinul si daidyeinul) si stilbenii din strugurii rosii (resveratrolul).
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Fig.1. Structurile chimice ale unor compusi cu proprietati antioxidante si reducatoare.

Fiecare dintre acesti compusi au demonstrat proprietati anticancerigene asupra culturilor de celule de cancer
[19-21]. Din cauza complexitatii lor de actiune, activitatea anticancerigena a polifenolilor nu este indeajuns
cunoscuta.

In mediul acid, fenolii de obicei interactioneazi cu nitritii mai rapid decat aminele [35]. 1,2- si 1,4-dihidro-
xifenolii, cum ar fi cateholul, hidrochinona, 1,2,3-trihidroxifenolii si multi alti polifenoli naturali, inhiba forma-
rea N-nitrozocompusilor. In acelasi timp, este cunoscut ca N-nitrozarea este catalizati de monohidroxifenoli [36],
nu nsa de toti polifenolii [37]. Activitatea cataliticd se observa numai in cazul cand concentratia agentului de
nitrozare este in exces fata de concentratia fenolului, dar aceastd situatie rar apare in vivo sau in mediul
inconjurator [37]. Mecanismul de nitrozare al fenolilor poate fi explicat prin substitutia electofild aromatica
cu participarea cationului de nitrozonium sau a ionului acidului azotos [35]:
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Studiul cinetic al reactiilor de nitrozare a fenolilor si a derivatilor fenolici indica [35] la faptul ca reactivi-
tatea substratelor nitrozabile depinde de trei factori structurali: 1) pozitia grupelor hidroxile si este preferabi-
13 para-orientarea grupelor hidroxile in fenoli pentru atacul electrofilic al agentilor de nitrare — NO'/ NO,H,";
2) efectul hiperconjugativ al substituentilor metilici si 3) hidranta sterica a substituentilor alchilici, care blo-
cheaza partea activa a nitrozarii.

Proprietatile antioxidante ale polifenolilor sunt determinate de procesul de blocare a radicalilor liberi [22-24]
ce se formeaza in diferite sisteme in vitro si in vivo.

Material si metode

Cvercetina (Cver) — Sigma-Aldrich, Germania, acidul dihidroxifumaric (DFHy) — Sigma-Aldrich,
Germania; rezveratrolul — Fluka, (+)catehina — Fluka; esterul dimetilic al acidului dihidroxifumaric (EDMD)
— sintetizat (Facultatea de Chimie si Tehnologie Chimica a USM); esterul dimetilic al acidului tartric (EDMT)
— sintetizat (Facultatea de Chimie si Tehnologie Chimicd a USM); acidul ascorbic (AAs), a-naftilamina,
acidul sulfanilic (Fig.1).

Studiul experimental a fost efectuat dupd variatia continutului de nitrit in sistem. Pentru determinarea
nitritilor a fost utilizatd metoda Griess, care constd in masurarea intensitétii culorii zmeurii (. = 520 nm) a
compusului diazoic format n urma reactiei de diazotare dintre acidul sulfanilic si nitriti i cuplarea ulterioara
cu o-naftilamina. Proba analizata (2 ml) se amestecd cu acelasi volum (2 ml) de reactiv Griess (amestec de
volume egale de solutii ale a-naftilaminei si acidului sulfanilic), se agita si se lasa timp de 20-30 min. (nu
mai mult de 4 ore) la Intuneric, dupa care se masoara absorbanta la lungimea de unda 520 nm fata de solutia
de comparatie (reactiv Griess si apa distilata se ia in raport de 1:1).

Procesul de oxidoreducere in sistemul NO,-Red a fost studiat in functie de diferiti parametri fizico-chimici:
variatia concentratiei reducétorilor, variatia concentratiei nitritului §i variatia mediului de reactie (pH). Timpul
procesului a fost de 30 min. la temperatura de 37°C.

Rezultate si discutii

In studiul procesului de transformare a nitritilor in functie de concentratia reducitorilor, concentratia nitri-
tului in sistem a fost de 1:10* M, pH 2.6.

Deoarece acidul ascorbic este deja recunoscut ca un bun inhibitor al procesului de nitrozare, el a fost
utilizat cu scop comparativ [25]. Pentru a compara efectul reducerii nitritilor in prezenta AAs cu efectul
reducerii lor In prezenta altor reducdtori, a fost studiatd cinetica procesului de reducere a nitritilor sub
actiunea diferitelor concentratii de AAs: C,= 2:10° M; Co= 510" M; C;= 810" M; Cs= 1-10* M; Cs= 510"
M. Din datele experimentale obtinute s-a constatat cd AAs micsoreaza [NO,| In sistem §i cu cresterea
[AAs], viteza consumului de nitrit creste (Tab.1).

Din datele cinetice obtinute s-a observat ca reactia AAs cu NO, are un comportament de cinetica rapida
(Fig.2. a). La variatia [AAs], de la Cy pani la Cs viteza initiald creste de la 1-107 Ms™ 1a 9,6:107 Ms™. Con-
centratia nitritilor scade in primul minut pentru C=0 cu 1,05-10” M de nitrit, iar cu cresterea [AAs], de la C,
la Cs, ACnop. creste: 1,3:10° M, 2,3 *10° M, 2,4:10° M, 2,65:10° M si 6,15°10” M corespunzitor (Fig.2).
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Fig.2. Curbele cinetice de reducere a nitritului cu AAs (a) si cu DFH, (b),
f[Red], (pH 2,6, [NO, 1o = 1-10" M, t = 37°C).

Tabelul 1
Reducerea [NO;] in f[AAs]y; [NO; ]o= 1-10* M; pH 2,65 t =37°C
. 5 107 npo-l [NO;] redus la 30 min., Activitatea fata
[Inhib]y x10™ M Vinigx *10° Ms % de control, %

0,0 1,0 16,0 0

2,0 1,58 32,8 16,8
5.0 3,26 50,5 34,6
8,0 3,3 52,6 36,6
10,0 3,8 52,8 36,8
50,0 9,6 81,4 65,4

In continuare a fost studiat procesul de reducere a nitritului cu diferiti compusi reducitori: Rezv, (+)Ct,
Cver, DFH;, EDMD, EDMT (Tab.2).

Tabelul 2
Reducerea [NO;] in f[Red]y; [NO; o= 1-10* M; pH 2,6; t =37°C
In flRezv], In f(+)-Ct],
[Tnhib]o, Vi [NO, T, % Acti\iitatea Vi [NO, T, % %ctivitatea
10° M 107 Ms'! redus. la fatd de 10" Ms”! redus' la fata de_control,

30 min. control, % 30 min. %
0,0 1,08 16,0 0 1,08 16,1 0
2,0 1,95 53,0 37,0 2,83 59,7 43,6
5,0 2,80 64,6 48,0 3,5 66,7 50,6
8,0 3,66 76,6 60,6 4,0 74,3 58,2
10,0 6,33 84,9 68,9 5,7 85,0 68,9
50,0 - - - 9,0 98,4 82,3

in f[Cver]O in f[DFH4]()
[Inhib],, V. [NO, T, % Acti\iitatea Vi [NO, T, % éctivitatea
10° M 107 Ms”! redus. la fata de 107 Ms”! redus. la fata de_control,

30 min. control, % 30 min. %
0,0 1,08 16,0 0 1,08 16,1 0
2,0 3,66 74,4 58,3 1,4 39,8 23,7
5,0 4,78 82,6 66,5 4.8 64,6 48,5
8,0 7,17 85,9 69,8 8,5 80,0 63,9
10,0 8,83 90,0 73,9 11,1 89,6 73,5
50,0 - - - 15,6 98,95 82,9
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in ffEDMD], in ffEDMT],
. NO; ], % Activitatea NO; ], % Activitatea
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0,0 1,0 16,1 0 1,0 16,1 0
2,0 0,3 38,2 22,2 0,1 23,1 7,0
5,0 1,3 46,4 24,2 0,2 38,9 22,8
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Fig.3. Activitatea antioxidanta fatd de control a compusilor testati;
[NO,Jo= 110" M; [Red]o= 1-10"* M; pH 2,6; t = 37°C.

Datele obtinute indica asupra faptului ca cele mai bune proprietati reducitoare posedd Cver, chiar si la
concentratii mici. (+)Ct si Rezv la fel demonstreaza capacitati reducétoare bune, dar mai reduse decat cele
pentru cvercetini. DFH, la concentratii mai mari de 1:10™* M manifestd activitate antioxidanti comparabila
cu cea a polifenolilor ((+)Ct, Rezv, Cver) — 73,5% fatd de 68,9%, 68,9% si 73,9%, respectiv. Esterii
dimetilici ai acizilor dihidroxifumaric si tartric reduc nitritul in proportii mai mici, desi la concentratii mici
EDMD, precum si AAs, se deosebesc neesential de activitatea reducdtoare a DFH,. Activitatea mica a
EDMT (atat pentru concentratii mici, cat si pentru concentratii mai mari) poate fi explicatd prin lipsa
legaturilor duble 1n structura, care joaca un rol esential in procesul de reducere.

In continuare a fost studiati influenta pH-ului mediului de reactie asupra reducerii nitritului cu diferiti
reducatori ([Red]o = 1-10* M, [NOy o= 1-10* M). pH-ul mediului de reactie a fost variat: 1,5; 2,6; 3,4; 4,6;
5,6. Activitatea antioxidanta a reducatorilor in procesul de reducere a nitritului a fost calculata la 30 min. de
reactie pentru fiecare pH (Fig.4).

100,07

90,04

Activitatea antioxidanta, %
S

Que (+)Ct DFH4 EDMD AAs EDMT

OpH1,5 HpH 2,6 OpH3,4 OpH 4,6 HpH5,6

Fig.4. Activitatea antioxidanta a reducatorilor f(pH) timp de 30 min. de reactie
(INO;Jo = [Red]p = 1:10* M, 30 min., t = 37°C)
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pH-ul are o influentd foarte mare asupra procesului de reducere a nitritului. Astfel, la pH mic gradul de
reducere a nitritului este mai mare comparativ cu un pH mai mare. Concluzia este valabild pentru toti
reducatorii. Aceasta indicd asupra faptului ca reactia este acid-catalizata, ceea ce este pozitiv pentru procesul
de inhibitie al formarii NOC, care la fel decurge cu o viteza mai mare la un pH acid, prezent in stomac.

Prezinta interes activitatea polifenolilor Cver si (+)Ct la valori de pH mai mari de 4, pentru care se observa o
scadere brusci a activititii de reducere a nitritului. In acest caz, concentratia formelor agentilor de nitrozare
(NO" si N,O,4) se micsoreazi.

Concluzie

Compusii utilizati in calitate de reducétori (Cver, (+)Ct, Rezv, AAs, DFH,, EDMD, EDMT) micsoreaza
concentratia nitritilor in sistem prin reducerea lor. Cresterea concentratiei reducatorilor duce la marirea gra-
dului de transformare a nitritului in sistem. Cei mai eficienti reducatori ai nitritului s-au dovedit a fi Cver,
(+)Ct si DFH,4. O influentd mare asupra procesului de reducere a nitritului exercitd pH-ul mediului. Cu cres-
terea pH-ului, viteza procesului de transformare a nitritilor scade. Aceste legititi se observa pentru toti
reducatorii.
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	Material şi metode 
	Procesul de oxidoreducere în sistemul NO2--Red a fost studiat în funcţie de diferiţi parametri fizico-chimici: variaţia concentraţiei reducătorilor, variaţia concentraţiei nitritului şi variaţia mediului de reacţie (pH). Timpul procesului a fost de 30 min. la temperatura de 37°C. 
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