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Introducere

Problema poludrii mediului inconjurdtor in rezultatul activitdtii tehnogene a
omului a fost o problema in secolul trecut si isi pastreazi actualitatea si in prezent. in
rezultatul activitatii antropogene se depisteazd cresterea continutului compusilor
azotului 1n biosferd in rezultatul consumului combustibilului, productiei industriale,
expulzirii in atmosfera a oxizilor azotului, amoniacului etc. In special este periculoasa
contaminarea cu compusi cu proprietiti toxice, cancerigene si mutagene. Intre compusi
de acest tip se evidentiaza N-nitrozaminele (NA) cu proprietati cancerigene evidentiate.
In anii 50 ai sec. XX s-a stabilit ¢i N-nitrozdimetilamina cauzeaza aparitia tumorilor la
animale. Ulterior s-a stabilit ca aproape 200 de nitrozocompusi se caracterizeaza printr-
o0 actiune cancerigena [1-3].

N-Nitrozaminele sunt destul de stabile si capabile sd polueze diferite obiecte ale
mediului. S-a depistat prezenta NA in apa, aer, sol, produse industriale si alimentare,
pesticide, medicamente etc., cel mai frecvent depistandu-se N-nitrozodimetilamina
(NDMA), N-nitrozodietilamina  (NDEA),  N-nitrozopirolidina  (NPir), N-
nitrozopiperidina  (NPip), mai rar — N-nitrozodipropilamina (NDPA), N-
nitrozodibutilamina (NDBA), N-nitrozometiletilamina (NMEA), N-nitrozomorfolina
(NMor) etc. [3-6].

O particularitate importantd a NA in comparatiec cu alte clase de compusi
cancerigeni constd 1n posibilitatea sintezei lor relativ simple in diferite medii in
rezultatul reactiei de nitrozare.
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Fig. 1. Structura unor nitrozamine volatile (1-3) si nevolatile (4-9): (1) N-
nitrozodimetilamina, (2) N-nitrozoprolina,(3) N-nitrosopiperidine, (4) N-nitrosooxazolidine-
4-carboxylic acid, (5) N-nitrosothiazolidine, (6) N-nitroso-2-(hydroxymethyl)thiazolidine,(7)

N-nitrosothiazolidine-4-carboxylic acid, (8) N-nitroso-2-(hydroxymethyl)thiazolidine-4-
carboxylic acid, (9) N-nitrosothiazolidine-4-carboxylic acid.
Ciile de formare N-nitrozaminelor

Procesul de bazi ce duce la formarea NA este nitrozarea diverselor substante. in
calitate de compusi nitrozati pot fi mono-, di- si poliaminele, alti compusi azotati. Cel
mai usor decurge nitrozarea aminelor secundare, tertiare si a compusilor care contin
grupe (CHs),N- si (CyHs),N-. Functia agentilor de nitrozare indeplinesc derivatii
acidului azotos XNO (X — halogen, NO,, OH,*, OR), NO" etc. Ionul de nitrit in mediul
acid se transforma in agenti de nitrozare [7, 8]:

2NO™ + 2H"— 2HNO,¢> H,ONO" + NO, > N,O3 + H,0

La valorile joase ale pH-ului HNO, si N,Oj3 sunt nestabile si n solutia de 70-80%
de H,SO, se transformi in sare de nitrozoniu NO'SO,", care ulterior usor disociazi cu
formarea cationului de nitrozoniu [9]:

N,O; + 3H,S0,— 2NO" + 3HSO,” + H3;0"
in prezenta acizilor halogenati, HNO, se transforma in nitrozil-halogenuri:
HNO, + HCI<~»NOCI + H,0

Nitrozarea aminelor duce la formarea NA si reprezintd factorul principal de
aparitie a lor 1n diferite obiecte ale mediului. Nitrozarea cu diversi agenti decurge in
apd, amestecuri apa-solventi organici, solventi organici, fazd gazoasd si nemijlocit in
diferite obiecte intr-un interval larg de temperaturi [10, 11]. De reguld, nitrozarea
aminelor reprezinta ,atacul” electrofil al agentului de nitrozare pentru electronii
atomului de azot si denitrozarea ulterioard a cationului de nitrozalchilamoniu. Pentru
dialchilamine secundare mecanismul reactiei poate fi propus prin schema:

+ H

R R i R
g NH + NOY ——> R>N\NO + Y — R>NNo + HY

In anumite conditii aminele secundare sunt capabile si se transforme in NA ca
rezultat al actiunii nitritului de sodiu. Astfel, in solutiile apoase ale NaNO; si aminei
secundare 1n prezenta luminii solare, radiatiei UV sau y pot decurge reactiile [12, 13]:
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Nitrozarea poate decurge si in solventi organici. Astfel, Angeles si Keefer au
cercetat nitrozarea pirolidinei cu nitrit de sodiu in clorura de metilen [14]:

A

//\

| N
H

Un sir de saruri in mediu neutru si bazic accelereaza interactiunea aminelor
secundare cu nitritii [15]. Astfel, usor decurge interactiunea pirolidinei cu nitritul de
sodiu, 2,2 -dipiridilului si azotatului de cupru (1):

O * NaNO: 1,0, EOH, O LN-n
ooy o,
N N

Cu

NO
ond  ONO
S-a stabilit posibilitatea nitrozarii aminelor secundare in mediu bazic in prezenta
unor aldehide, de exemplu formaldehidei [16].
Interes practic prezintd nitrozarea aminelor secundare in diferite medii cu acizii
azotului. In aer sunt prezenti N,O3 si N,O,4 capabili de a interactiona cu aminele
secundare dizolvate 1n apa sau solventi organici [10, 17]:

R R
N ; N N— —NO,+ HNO;+ HN
2RI/NH+21\204 — R N—NO + R,N NO, * HNOs+ HNO,

Reactia de nitrozare a aminelor in atmosferd este initiatd de fotodisociere si
decurge dupa un mecanism radicalic:

HONO hv, NO*+ HO* _RE&; H,0 +R>N*_N(l. §>N—NO
R{ 1

In calitate de agenti de nitrozare pot fi si unii compusi organici ce contin grupa
NO, sau ONO. Astfel, tetranitrometanul, 2,2-dinitropropanolul si 2-brom-2-
nitropropan-1,3-diolul la incalzire cu morfolina duc la formarea NMor [18].

Un interes esential prezinta reactia de renitrozare, care poate decurge in diferite
obiecte ale mediului si in organism. Astfel Challis si Barnet au cercetat renitrozarea
HDFA necancerigene, utilizate in industria cauciucului. Au fost elucidate conditiile
decurgerii reactiei in diferite solutii, in organism si propus mecanismul procesului [18,

19]: e
/H -
(CeHs);N — NO + HY —» | (CeHs)aN - Y 5 (CHs)NH + Y—NO
N

Ry

R
NH+Y—NO — YN — +
R1/ _ N NO + HY

1
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La incélzirea solutiei NDFA decurg reactiile:
2(C6Hs),N —NO —» (CgHs5)N — N(C¢Hs)2 +2NO

R 0O, sau R
R1>NH +NO catalizator v R]>N'—NO

Nitrozarea aminelor tertiare decurge pe o cale mai complexa. Un sir de
cercetatori considera ca nitrozarea este precedati de etapa scindarii [20-22]:

5
R\ n” CHR" Ry .
N " il N=CHR"+[HNO] +Y

N—CH;R" + Y—NO —»| Y
RY sl [R./ NO R

_0
Ry { e RSNH + R=C7
- ' RO —
R |/ N=CHR 23 RI/ N H
R Ry
NH + YNO —» _>N—NO+ HY
R Ry

Mecanismul reactiei a fost demonstrat ca rezultat a eliminarii i identificarii din
mediul reactant a NA, aldehidei corespunzatoare si produsul transformarii [HNO]-N,O.

Scanlan  §i  Warthess [23] au  propus  mecanismul  formarii
dialchilnitrozaminelor si NA ciclice din monoamine si diamine primare, astfel ca
putrescina, cadaverina, spermina, spermidina:
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Nitrozarea compusilor cuaternari de amoniu decurge la temperatura inalta si
concentratii mari ale substantelor reactante [24]:

CH3 * (lfﬂg * lc].[3
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Zonhru a stabilit posibilitatea formarii NA si in particular a N-nitrozprolinei din
aminoacizi si nitrit de sodiu [22]:
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Nitrozarea unui sir de compusi azotati cu formarea NA poate decurge in doua
directii: incorporarea grupei NO in molecula [25] sau scindarea legaturilor azot-carbon
si interactiunea aminogrupelor cu agentii de nitrozare [26].

Astfel, rapid decurge nitrozarea amidopirinei (4-dimetilamino-2,3-dimetil-1-
fenil-3-pirazolina-5-on) in procesul producerii, depozitarii i in organismul uman [27]:

ONO To
(CH3);N — C=C — CHj3 (CHJ)ZN—C—'C—CH:; HO— C=C— CHj3
[
o= (i N—CHj o= Q N—cu; O_Q N—CH;
_Na20s | _Ho0

f | + (CH3);N— NO + HNO;

Repartizarea NDMA in amidopirind este neomogena — catitatea maximala se
contine la suprafatd, ce se explicd prin actiunea oxizilor de azot prezenti in aerul
incdperilor de producere si depozitare. Activ interactioneaza cu agentii de nitrozare si
tetraciclina, penicilina, fenacetina, imizina, aminazina, clorpromazina [28].

Un izvor de NA pot servi alcaloizii care contin grupa dimetilamino. Astfel,
minutios acest proces a fost cercetat pe exemplul graminei si gordeninei care se contine

in maltul de ovas, utilizat pentru prepararea berii [25, 29]:
_CH,

Hy
,—N \ CH; N \CH,
HONG
CH,OH
”20 @
cuJ

NA se formeaza si in procesul depozitarii unor peStICIde [30-32]:

CH
S CH NO 2
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Metode de determinare a continutului de N-nitrozamine

Incepand cu anii 1970 a fost publicatid o gama larga de metode de determinare a
acestor compusi n diferite matrice, inclusiv si alimentare.

Chemiolumniscenta. Metoda de baza de determinare a continutului total de NA
este detectarea chemiluminescentd. Extractul este injectat direct intr-un analizor de
energie termicd (Thermal Energy Analyser, TEA). In detector, radicalii N,O, sunt
scindati de la nitrozocompus in rezultatul tratérii cu bromura de hidrogen 1n acid acetic
glacial, gazul rezultat este apoi oxidat cu ozon in dioxid de azot activ, care emite lumina
in regiunea infrarosie apropiatdi pe masurd descompunerii. Radiatia emanatd este
detectata si transformata intr-0 valoare numerica respectiva:

R-N-NO + hv— R-N + NO’
R-N-NO + hv— R-N + NO;,"
NO, + H,0 + hv—> NO"+ 'OH + OH"~
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NO™ + NO, = N,0,
N;03— 2HNO»> 2NO,™ + 2H"
NO’ + 03— NO,* + 02
NO2x— NO2 + hv (UV-Vis light).

Lumina emisi este detectatd si cuantificata [33]. In fond TEA este aplicat drept
detector specific la determinarea NNA in combinatie cu diferite tipuri de cromatografe.
Acest detector se caracterizeazd prin niste parametri analitici insemnati — limita de
detectie este mai micd de 1 ng.

Polarografia. Nitrozogrupa se reduce pe electrodul picurdtor de mercur,
concentratia NA in extractele obtinute fiind estimata de aproximativ 0,05 pug/mL [34,
35]. Semiundele polarografice bine evidentiate dispar la pH > 2, iar potentialele de
descarcare au fost identificate la 0,3 V, la care se reduce un numar mare de compusi,
fapt care nu permite identificarea NNA individuale in amestec [36].

Metoda  spectroscopicd. Spectrele ultraviolete ale nitrozaminelor se
caracterizeazd de banda de absorbtie de intensitate redusd la aproximativ 340 nm si
intensitatea ridicatd a benzii la aproximativ 230 nm. Un sir de cercetatori au utilizat
misurarea intensititii absorbtiei UV ca mijloc de estimare cantitativa. In calitate de
solvent a fost utilizata apa, pentanul, hexanul, solutia apoasa de 50% de metanol,
diclormetan, amestec diclormetan-hexan [37, 38]. Aplicarea acestei metode este
limitata de absorbtia materialelor co-extrase 1n regiunea UV a spectrului.

Metoda colorimetrica. Metoda constd in formarea derivatilor colorati ca mijloc
de cuantificare a nitrozaminelor din extractele obtinute. Neurath si colab. au descris o
metoda in care nitrozaminele au fost reduse cu LiAlH,[39]. Ulterior hidrazina obtinuta
a fost condensata cu 5-nitro-2-hidroxibenaldehida cu formarea benzilhidrazinei. Ender
si Ceh ca agent reducator au utilizat zinc si acid clorhidric si produsul a fost condensat
Cu p-dimetilaminobenzaldehida [40, 41]. Absorbtia produsului obtinut a fost masurata
la 458 nm.

Preussmann a descris o metoda bazata pe tratarea probei cu bromura de hidrogen
in acid acetic glacial [42]. In rezultatul reactiei s-a format amina si bromura de nitrosil.
Bromura de nitrosil a fost tratatd cu acid sulfanilic; ionul diazo s-a cuplat cu N-(1-
naftil)etilendiamina si absorbanta produsului a fost masurata la 550 nm. Sensibilitatea
reactiei pentru un sir de NNA este de aproximativ 1 pg/mL, insa prezenta apei in
solventul care contine nitrozamina afecteaza procesul de identificare.

Cromatografia in strat subtire. Preussmann si colab. primul a raportat o metoda
de detectare a nitrozaminelor in cantititi de pg. In metoda dati a folosit un spray
dedifenilamind, la iluminarea cu radiatie UV si formarea unui complex colorat cu
clorurd de paladiu [43]. Preussmann de asemenea a descris o altd tehnica in care
nitrozaminele sunt detectate prin pulverizare cu reactiv Griess urmat de expunere la
UV. In unele metode, nitrozaminele sunt cromatografiate dupa derivatizare. Derivatii
includ nitramine, obtinute prin oxidarea nitrozaminelor.

Cromatografia gazoasa (CG). Nitrozocompusii au fost separate cu succes pe
coloane cromatografice si in literatura de specialitate au fost descrisi parametri de
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separare, fazele mobile si stationare. Analiza nitrozaminelor volatile s-a realizat prin
separarea compusilor analizati prin cromatografia cu gaze cu detectarea ulterioara cu
detector energiei termice TEA [44, 45]. Ulterior pentru analiza nitrozaminelor volatile a
fost utilizatd CG cuplata cu mass-spectrometru, totodata s-a depistat ca detectorul TEA
oferea o sensibilitate mai inalta [46].

HPLC. Tot mai populare sunt metodele de determinare a NNA cu aplicare
cromatografiei lichide de Tnalta performanta cu detectoare fluorimetrice [47, 48] si UV
[49]. Detectoarele mentionate se caracterizeaza printr-o sensibilitate ridicatd a
rezduurilor de NNA, limita de detecare poate atinge valori de 8-75 pg si 0,01-0,07 ng/g.

Detectarea NNA volatile prezintd cerinte suplimentare la puritatea reactivilor
utilizati si gradul de concentrare a probei. In prezent, pentru a extrage a NNA din probe
de diferite origine se utilizeaza metode de distilare cu vapori de apa [50, 51], ultrasunet
[52] si extractia lichida [47] cu purificarea ulterioara a extractelor prin extractie 1n faza
solida.

Este posibild determinarea nitrozaminelor prin HPLC cu detectare fluorimetrica.
NA nu contin grupe functionale capabile la fluorescenti. Insi dupd reactia de
denitrozare a NNA cu obtinerea aminelor corespunzatoare si derivatizarea lor ulterioara
considerabil mareste sensibilitatea si selectivitatea compusilor analizati. Pentru
derivatizare poate fi folosit 9-fluorenil-metoxicarbonilclorura.

A R R

Denitrozarea

NO—N + CHCOOH+HBr =——————3 H—N

70 C, 30 min

B o _a o. ~

N\
/R T T 2
0 Derivatizarea

VOO T O

Fig. 2. Schema de obtinere a derivatilor N-nitrozaminelor: denitrozarea (4),
derivatizarea (B)

Continutul NA in unele produse alimentare

Pentru determinarea calitatii produselor alimentare a fost analizat continutul unor
NA (NDMA, NDEA, NMor, NPyr) in produsele din carne si peste comercializate pe
teritoriul Republicii Moldova. Au fost analizate 72 probe care apartineau la 12 tipuri de
produse alimentare. Analizele efectuate au precizat ca valoarea continutului de NA
cercetate in diferite produse variaza considerabil in functie de natura produsului si
modul prelucrarii tehnologice. In special, incidenta depistirii NA este ridicatd in
produsele afumate. De exemplu, in probele de peste afumat (8 probe) a fost depistata
NDMA (7probe), NDEA (5 probe), NPir (3 probe), NMor (1 proba). Continutul NDMA
nu a depasit continutul de 38,4 pg/kg, NDEA — 24,3 pg/kg, NPyr — 9,5 pg/kg. In
salamul de casa (8 probe) NDMA a fost depistatd in 4 probe, NDEA — in 5 probe, NPir

337



Academicianul Gheorghe DUCA, 70 ani de la nastere

— in 3 probe, NMor (1 probd). Continutul NA in produsul analizat a variat de la 38,5
pani la 5,1 pg/kg. In probele analizate de salatia de dovlecei, slanina siratd NA nu au
fost depistate.

Cu scopul micsorarii continutului de NA in alimente a fost cercetatd actiunea
acidului ascorbic, dihidroxifumaratului de sodiu asupra continutului de nitrit si NA 1n
salamul «Chisinevscaia». S-a stabilit ca introducerea diferitor concentratii de acid
ascorbic (AAs) in masa omogend pregititd pentru prepararea salamului duce la
micsorarea continutului de NO, . S-a stabilit, cd concentratiile mici de acid ascorbic
(0,05 g/kg) putin influenteazd asupra continutului de NA in salam. Marirea
concentratiei AAs pana la 0,6-1,2 g/kg duce la micsorarea concentartiei de nitrit si NA
in produsul finit (35-57% in functie de concentratia AAs introdus). S-a depistat si
actiunea inhibitoare a dihidroxifumaratului de sodiu (DHFNa) asupra procesului de
nitrozare. Concentratia NA depistate in proba martor si probele analizate cu DHFNa s-a
micsorat cu 18-52%.

Actiunea NA asupra cresterii si dezvoltirii in vitro

Pentru estimarea hazardului NA este necesar de luat in consideratie nu numai
toxicitatea lor pentru organismul uman, dar §i posibilitatea actiunii negative asupra altor
elemente ale mediului. Din acest aspect poluarea productiei vegetale prezinta o
consecinta esentiald a utilizarii fertilizantilor cu azot in agricultura. Cresterea celulelor
si tesuturilor plantelor in Vvitro reprezinta o metodd importanta de cercetare a activitatii
vitale a diferitor tesuturi vegetale si permite modelarea in conditii de laborator a
proceselor din natura. Organul vegetal (sau celula) cultivate in conditii de laborator pe
mediu nutritiv cu o anumitd compozitie reprezintda un model biologic important ce
permite cercetarea particularitatilor cresterii si dezvoltarii tesuturilor in prezenta
substantelor toxice, de ex. NA, si oferd posibilitatea de a elucida mecanismele adaptarii
plantelor la actiunea factorilor stresanti.

In contextul celor mentionate au fost cercetate particularititile morfologice de
crestere si dezvoltarea plantelor in vitro sub actiunea NDEA, continutul NDEA in
plante, cercetarea unor aspecte de metabolism in conditii de stres. In calitate de specie
vegetald a fost analizata floarea-soarelui (Helianthus anuus L.) linia NB-514 fertila.
Semintele au fost cultivate pe mediul nutritiv Butenco [53], care continea macro- si
microsaruri. Interactiunea in sistemul ,,NDEA - plantd” a fost analizatd pe 5 probe ale
mediului nutritiv, ce se deosebeau prin concentratiile NDEA introduse (10-170 pg/kg).

A fost analizatd modificarea concentratiei NDEA in mediul nutritiv dupa
sterilizarea mediului si peste 24 zile dupd germinarea semintelor. S-a stabilit ca
pierderile NDEA dupa autoclavare si extractie constituie 21%; continutul NDEA in
probele de mediu nutritiv fard plante peste 24 zile a suferit modificari neesentiale;
continutul NDEA 1n mediul nutritiv peste 24 zile dupa germinarea semintelor s-a
micsorat in rezultatul absorbtiei; continutul NDEA in plante depinde de concentratia
NDEA in mediul nutritiv.
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Tabelul 1
Continutul NDEA in mediul nutritiv si plante
Nr probei 1 2 3 4 5 6
Cnpea, 10/g 0 10,8 28,5 56,4 109 171,3
Cnpea depistati in mediu, pg/g 0 8,2 20,1 44,6 91 136,2
Cnpea depistata in planta, pg/g 0 0 9,4 12,2 24,3 39,4

Dupa expirarea 24 zile a fost studiatd dependenta intre dezvoltarea plantelor si
continutul NDEA 1in proba. Faptul ca continutul NDEA in plante creste odatd cu
cresterea concentratieit NDEA din mediul nutritiv coreleaza cu rezultatele obtinute de
Kearney [54] si Muxaiinenko B. M. [55].

In probele analizate au fost determinati si unii parametri morfofiziologici, astfel
ca activitatea enzimelor (catalaza si peroxidaza), actiunea NDEA asupra calusogenezei,
continutul total de azot si fosfor.

Tabelul 2
Studiul biochimic asupra unor parametri fiziologici la Heliantuhus anuus L.
Activ. Activ.

Croen. I\/Ilasa. . o catag:lz/el,ml pe;:)lxgjilzel, [ADN], | [ARN]

1l pzme' S 29 = mylg | malg
Imin | 3min | 1min .
min

0 13,3 | 0,00296 | 0,89 |4 6,1 4,6 8,3 4,2 11,1

10,8 8,7 0,0033 | 0,69 |77 9,4 - - - -

28,5 11,0 | 0,00299 | 0,70 | 5,7 7,3 51 91 3,3 8,8

56,4 15,2 | 0,0049 | 087 |42 6,1 54 91 2,3 10,3

109 12,7 | 0,0036 |0,71 |3 4,8 5,3 9,2 3,0 18,6

171,3 | 10,6 |0,0026 |0,51 |39 5,7 5,2 6,3 51 10,7

Este necesar de mentionat ca o dependentd bine evidentiatd dintre cantitatea de
NDEA introdusa si continutul total de azot, fosfor, activtatea fermentilor, continutul
acizilor nucleici nu a fost depistata.

Concluzii

Desi numarul cercetdrilor consacrate problemei cineticii nitrozarii, influentei
diferitor factori asupra procesului de formare a NA in organism si produsele alimentare,
utilizarea inhibatorilor nitrozarii este destul de mare, unele aspecte ale acestei probleme
continud a fi actuale si necesitd a fi studiate. Astfel, formarea NA in alimente este o
problema majora determinata atat de utilizarea surselor alimentare noi, cat si aplicarea
unor noi procese tehnologice. Din acest motiv analiza continud a continutului NA 1n
produse si in special cele alimentare poseda o importan{a si actualitate constanta.
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