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ETUDE DE RELATIONS ENTRE LE BLOCAGE DU NITRITE ET LA PRODUCTION DE NITROSAMINES ET TENTATIVE D'EXPLICATL

A. FROUIN, Frangoise LACOUR, J. BAZILE, J-P. BIDARD, Daniéle JONDEAU.

SOCIETE OLIDA, Service de Recherches, 50, rue Raspail, 92304, LEVALLOIS-PERRET - FRANCE

Nous avions précédemment étudié 1'état du nitrite dans les produits carnés (FROUIN et coll.1975 et 1976)7
puis les lois de blocage de celui-ci par certains composés simples et leurs répercussions globales Sul
la production de nitrosamines, en milieu aqueux pur (FROUIN et coll.1978). Nous reprenons, ici, 1'étude
de l'interférence entre le blocage du nitrite et la production de nitrosamines de facon plus précises
pour approcher les mécanismes qui nous permettront d'entraver la production de nitrosamines.

Cette &tude est basée sur une exploitation plus fine des résultats de 1978 et sur de nouvelles séries
expérimentales plus précises, grice a des améliorations de nos conditions expérimentales.

Conditions expérimentales

: 2 o St : _ "y . . iqué’
En 1978, nous avions étudié 1'incidence des acides acétylneuraminique, galacturonique, lactique, gal%{éhﬂ
athy

de la sarcosine, du glutathion, de 1'ascorbate, de la cystéine et du glycérol sur la production de di
et diméthylnitrosamine en milieu aqueux pur, régulé i pH 6 par Na OH ou Cl H. Le milieu contenait de
l'eau; 50, 100, 500 ou 1.000 mg/l de NO, Na, l'une des amines et éventuellement 1'un des bloquants- >
chaque essai correspondait un témoin de méme composition sans le bloquant. Les nitrosamines avaient ©
dosées en gaz chromatographie selon TELLING.
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La nouvelle série expérimentale ajoutée a la précédente reprend le méme principe. Mais elle porte L%Cutés
o

sivement sur les incidences du glutathion, de la cystéine et de 1'ascorbate. 3 % de Na Cl ont &té 2]
pour €liminer les effets de Na OH ou de Cl H nécessaires pour réguler le pH a 6. Les milieux ont été
incubés 48 h a 65° C pour produire les nitrosamines. Celles-ci ont été dosées comme précédemment CE’.[ry
plus, par photolyse. Chaque essai a été répété 4 a 7 fois. Les essais n'ont porté que sur la diéthyln?

samine, en présence de 500 et 1.000 mg/l de NO2 Na.

Dosage par photolyse

Cette technique a 1'avantage d'€tre spécifique. 95 8

Mettre dans une ampoule 3 décanter 5 ml de 1'échantillon & analyser, 100 ml d'eau bidistillées
de Na Cl, 60 ml de dichlorométhane. at
Agiter violemment et récupérer le dichlorométhane dans un Kuderna Danish jaugé a 3 ml, en passé

sur un filtre rempli de NaZ SOA anhydre. ) conm®

Introduire 3 nouveau 60 ml de dichlorométhane dans 1'ampoule i décanter, agiter, puis les récupére
ci-dessus dans le Kuderna.

Concentrer, a 60° C, la solution de dichlorométhane a 3 ml.

Photolyser 1 ml selon la technique suivante

Dans un tube de quartz se bouchant 3 1'émeri mettre ce ml de solution A analyser, et 5 m
alcalin ( 4 g Na OH sec + 20 ml H) O + Q.S.P. méthanol pour 1.000 ml ). Photolyser au temps Of

1
~+hano
gth?
] de M o
»t imum

pe Philips TUV 15 ( 15 w & 254 oim ) - (exposition 20 mn dans notre dispositif ). "
Effectuer un dosage de GRIESS en comparaison d'un témoin placé dans le méme milieu, non Phot011ﬁbé

puis se reporter a la courbe d'étalonnage. Le rendement est de 100 % jusque vers 10 ¥ de DENA, et St

vers 90 Z a 30 Y

Résultats L

e e
Les résultats de 1978 ont été réexploités de la facon suivante : comme les témoins, de ComP?Si[;C

identique, donnaient des résultats variables d'un jour a 1l'autre, nous avons calculé sur I'CNH?WDIL Nou$

i la relation la plus probable entre la production de nitrosamines et la quantité de nitrité:

avons obtenu, ainsi, une corrélation de type linéaire. smoin®
Nous avons, ensuite, &tabli un facteur correctif amenant, pour chaque jour, la moyenne des ECts

sur cette droite, et nous avons appliqué le méme facteur correctif aux essais de ce jour ( lﬂhIFJUNG et
Dans la seconde série expérimentale effectuée selon le nouveau protocole, la méthode de TEL?E} 305

la photolyse donnent des résultats statistiquement équivalents, ce qui confirme que nous avons b2c

la DENA seule, et assez réguliers pour n'effectuer aucune correction ( Tableau 2 ).

Exploitation des résultats o

Gt

L'étude des relations entre les taux de nitrosamines, de nitrite et 1'influence des bloquants ° o

nitrite et de 1'oxyde d'azote a été faite sur calculateur. A)U']Q//
Nous avons écrit 1'ensemble des équations d'équilibre des composés en présence ( FROUIN et ¢ -

et donné au calculateur les systémes de résolution de ces équations. ENT FISH}
Les résultats ont été jugés statistiquement par corrélation globale et par le test de STUDE!

sur les pentes des droites de production de nitrosamines comparées au témoin. - de
Les meilleurs résultats sont obtenus en supposant que le blocage du nitrite se fait sous ot

complexes de 1'oxyde d'azote.
Les résultats sont résumés graphiquement dans les figures 1 a 3.

Discussion uat”

T iqué

L'effet de la sarcosine, de 1'imidazole et probablement de 1'acide acétylneuraminique s'expl
titativement par leur action de blocage de l'oxyde azotique.

Par contre, l'ascorbate, la cystéine et 1l'acide gallique ralentissent la formation de
plus que ne le laisse prévoir leur cavacité de blocage de cet oxyde ( ou du nitrite ) (P = ¢

rapS
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r~?aizoduction de nitrosamines esF, pour la‘sarcosine d'envir(fn moitié, pour la cysté
P Orbate de 1/10 de ce que laisse prévoir le taux de NO libre.

iy qu&oppositim}, le g%utgthion et 1'acide galacturonique ralentissent moins
I} ibrne le laisse 131'ev01r le calc':ul ‘(P = 0,000 3 0,0(?]). Cet effe; de cat
[_.effitcorrespond a un facteur d environ 2 pour 1'acide galagurquue et 15
T o de'blo?age de 1 m:ydc azotique est 1ncor.1testab1e, mais 11f ne pe v r :
‘1tr03am?;ez y ajouter un effet catalyseur ou anticatalyseur au sein méme de la réaction de formation

1e du quart et

1 deg effet ne peut pas €tre congu au sein d'une réaction ionique, car les teneurs ioniques sont fonc-

ite . “OMposés présents, de-leurs équations d'équilibre, du pH et du potentiel Red ox, tous is en
22: ]]:es Ca}culs précités Szm:?'pcvul‘~ éufant arriver a une explication tk‘)till;‘ f’s.‘s ;fh-‘lj” er

5 eur an?uter un facteur d'activité, constant pour chaque corps qui conduit 3 1'exp

" Noyg dobservatlons. ' ]

4 €vons donc envisager une réaction de formation de nitrosa

'lels .Y a tout lieu de penser que cette réaction n'est pas dif 1ite de cel

L Mlieux apolaires tout a fait conforme 3 la structure radicalaire naturelle de NO.

fet catalyseur des sels NOX, démontré par BOYLAND, correspond alors 3 un transfert radical

tel que décrit par NONHEBEL et coll.

e

mines en milieu aqt

NO
me' + NO° puis X' + R, NH —p

" R, N° + XH
" e 1 2 28
o & réaction de CHALLIS R2 N° + NO° = R,) N NO
C nej e . g : B : : e .
£ Cldence résiduelle des réducteurs radicalaires comme 1'acide ascorbique s'explique alors tra
X Par des rgzactions bien connues ( PRYOR ).
N

e AHZ ———§ R2 NH + AH puis 2 AH —3 AH, + A
2

T8action peut s'effectuer identiquement sur le radical oxydant initial

iy ereFrol‘lVOnS aussi le schéma classique ( MIRVISH ) de taux de nitrosation

iatiOnnltrlte, en y incluant les travaux de MOTTRAM en milieu ;:polz_iirv qui montr

Mag Par NO pur, et la nitrosation rapide en présence de celui-ci et d'ufe t

ljs Oxygénés de l'azote, ce qui revient au méme.

b>rtionnel au ca:
ot 1" at

e d'oxygéne, ou

No +
Z\‘2 5 2 = 2 .H 7 NO2 HeG—— N2 03 + H2 0
"]it_ 3 & NO" + NOZ' comparable a un sel NOX, peu actif en milieu aqueux 3 cause de la rever-
e S d A i + -
le “®S r&actions de formation et de 1'ionisation parasite N, 0, ¢——p .‘.’(rY + NO,
2 3 2

u 5
T tous les sels NOX.

| rend. 2 ~ 2 3 3 . 5

=8 ang Odre compte des phénoménes observés, il nous semble né« aire de voir l'action du nitrit
! ne 5 - . 2 g ) s

"Ing 'S au travers de deux étapes liées a la composition du milieu.

1itrosés

\;"mpcsuge Premiére &tape, le nitrite est partiellement bloqué sous forme de comples
"&sb ts du milieu, tel que, par exemple, 1'ascorbate. .

s NSug Cages obgissent aux lois quantitatives simples de la chimie classique.

re 3 S le NO resté libre et les amines vont intéragir au sein d'une réaction radic
& formation de nitrosamines : NO' + RoNEE———3 RSN N0

par les radicaux de type oxydant qui sont capables de déshydropéner

le schéma
X + R, NH —— R, N + X H

2 9
tte ~ v =
& ?sgereaction est, au contraire, frein€e par les radicaux réducteurs qui hydrogénent 1'aminc
f’iar_n’ et tout particuliérement par ceux qui, tel 1l'acide ascorbique, désamorcent finale t
qfr ai{flradicalaire.
"Yy~aires Q‘fl‘S, conformément aux travaux de CASSENS, une interface lipidique qui fav
gy favorise la formation de nitrosamines, par passage des oxydes de 1'azote

; thEA\MOTTRAM )e

g -3 que le schéma de réaction précité est, du point de vue
deg % Peroxydation des lipides. Il fau onc s'attendre A un
<r01) antl@‘&ydants, phénoméne déja démon i
notammcn[ b

t d
tré pour certains d'entre X ascorbate et ses dériv

as

B0l B 25 T - Gontrat 77.7.0093 et 9.




TABLEAU I
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: RESULTATS DE 1978 CORRIGES ET CONSTANTES DE CALCUL DES EQUILIBRES DU NITRITE

Reésuls of 1978corrected and constants for nifrite équilibrium calculation

N0 mM NO >

Ac.Galliqve

50 - 100 - 500 Taux de nitrosamines YA Constante | 7 blocage NO2 Na
- blocage
1000=
Romg N0 N 1 50 500 1000| pi  volt. NO 50 100 500 ‘1000
DEI A
ACID.ACET.NEURAM. 672 1305| 6,00 0,430 0,0018 0,00 0,0 0,0 0,0
SARCOSINE 31 270  455| 6,00 0,430 0,3800 2,5 250 1,0 155
AC.GALACTURONIQUE| 52 506 868| 6,35 0,360 0,0466 0,0 0,0 0,0 . 0,0
GLUTATHION 19 - 253  493| 5,00 0,250 | 0,0014 0,0 0,0 0,0 0,0
ASCORBATE 19 122 5,40 0,080 0,0193 91,5 91,5 90,0 53,0
CYSTEINE 0 74 130| 7,80 -0,047 0,0196 61,0 48,00 22,5 16,5
GLYCEROL 47 3,50 0,600 1,0000 (1) 0,0 0,00 0,0 050
GLUTATHION 8 55001 0/,250 0,0014 O, 0NN05 GRS ORI0L0
ACID.LACTIQUE 63 6,00 0,400 1,0000 ¢(1)|{ ©0,0 0,0 0,0 0,0
ACID.GALLIQUE 16 1125 219} 6,00 0,233 1,0000 (1) Q0,00 0,0 10,0" 070
CYSTEINE 6 48 146 | 7,80 -0,047 .| 0,0196 61,0 48,0 22,5 16,5
ACID.GALLIQUE 7 338 590| 6,00 0,400 1,0000 (1) 0,00 0,0 0,0 0,0
IMIDAZOLE 207 719| 5,80 0,410 1,0000 (1) 0,0 = 0,08 050 0,0
SARCOSINE 29 293 795| 6,00 0,430 0,3800 2,5 2,0 1,0 | ]
ASCORBATE 9 59 244 5,40 0,080 0,0193 91,5 91,5 90,0 53,0
ACID,GALACTURON. 86 598 6,35 0,360 0,0466 0,0 0,00 0,0 0,0
DMNA
ACID. ACET.NEURAM. 1380 1850 | 6,00 0,430 | 0,0018 0,0 0,0 0,0 0,0
SARCOSINE 123 705 1150} 6,00 0,430 0,3800 2,5 2,0 1,0 1555
AC.GALACTURON. 124 149 940 | 6,35 0,360 0,0466 0,0 0,0 0,0 0,0
GLUTATHION 117 1342 1792 | 5,00 0,250 0,0014 0,0 0,0 0,0 0,0
ASCORBATE 164 355 722 5,40 0,080 0,0193 91,5 91,5 90,0 53,0
CYSTEINE 30 123 236 7,80 -0,047 0,0196 61,0 48,0 22,5 16,5
GLYCEROL 100 3,50 0,600 1,0000 (1) o,0 0,0 0,0 0,0
GLUTATHION 22 5/, 0005250 0,0014 0,00 0,0 . 0,0 0,0
ACID.LACTIQUE 129 6,00 0,400 1,0000 (1) 0,0 0,0 0,0 0,0
ACID.GALLIQUE 106 534 850 6,00 0,233 1,0000 (1) o,0 0,0 0,0 0,0 »
(1) : valeurs traduisant l'absenge de blocage dans notre calcul par l'ordinateur
L ) A
10001 : DE
20004 DM NA *] Fig 2
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Fig1and2 .Relation batween freea NO rate and nitresamines production - Firs
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\j
W ! Nouvelle série : production de DENA en pré- qt,‘m
€37 g 2 65° C 2 4
e Cl Na en 48h 3 65° C a pH 6 = )uc
i\ X
! Chromatographie Photolyse ;
N Moyenne | Ecart-type | Moyennme | Ec.type < . /
- x 0 X z R\wtathion : Temd'
0y a emginsg
' 7 695,74 127,95 735,43 80,19 A
“ 509 > 2 > > (Co/n:rok)
oy | 18,43 9,68 28,29 35,28 e
@]%q 7 | 1363,80 267,84 1574,57 | 303,48 /
7 56,14 26,25 47,14 49,89 g
;00\_\ > > ) s Lo /
50, 5 604,23 118,92 752,40 100,09 /
logg 3 35,33 12,93 39,6 36,15 /
I loog 5 1142,97 189,36 1557 ,60 380,86
ki 68,61 10,72 79,20 29,52 /
¥ 50 5 735,46 154,03 910,80 | 118,06 /
logg 3 515,28 131,31 726,00 | 306,03 /
W, 4 1429,74 161,87 1897 ,50 165,00
00[1 4 “15po /
b 1310,40 87,87 |[1551,00 255,62
(%) ™~~~ee
‘[J(k
o "% ng/1 No, Na
\ 1000 ng/y No, Na
\Qh{_\‘*~~
e - .
ity g;atlon study : DENA produclion
°ONn,in 48h,at65°c and PH 6 .-

g0 _mmNo 45,

.5
Fig 3. Relation between free NOvrate and
DENA praduction with 3% Na-Confirmation study
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