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Dokonano charakterystyki uwarunkowan mikrobiologicznych tworzenia prekursorow
reakcji nitrozowania oraz udzialu enzyméw i elementéw morfotycznych mikroorganizmow
w syntezie N-nitrozoamin

Przeswiadczenie o istnieniu zwigzku migdzy sposobem zywienia a powstawaniem
nowotworow przewodu pokarmowego implikuje w ostatnich czasach nasilenie badan
w kierunku wyjasnienia mechanizméw tej zaleznosci.

Niemalg rol¢ w indukcji karcinogenezy przypisuje si¢ procesom wywolanym obec-
noscia i metabolizmem drobnoustrojow. Masa mikroflory jelit u doroslego czlowieka
wynosi ok. 1 kg i w jej aktywnosci oraz sposobie zywienia mozna by szuka¢ przyczyn
powstawania nowotworéw przewodu pokarmowego.Dieta bogata w thuszcze sprzyja
rozwojowi takiej flory bakteryjnej, ktorej metabolizm stymuluje wzmozone wydzela-
nie rakotworczych kwaséw: taurodeoksycholowego i litocholowego [23]. Z kolei dieta
obfitujaca w pektyny sprzyja rozwojowi populacji bakterii produkujacych w nadmia-
rze amoniak i azotyny — prekursory karcinogennych N-nitrozoamin [23]. Ustalenie
odpowiedniej diety nie jest jednak gwarancja bezpieczenstwa konsumentéw, poniewaz
zwiazki rakotworcze moga by¢ wprowadzone do organizmu juz z pozywieniem. Du-
Zym zagrozeniem jest obecnie Zywno$¢ skazona N-nitrozoaminami.

Z opublikowanych dotychczas prac wynika, ze N-nitrozoaminy moga tworzy¢ si¢
w wielu produktych spozywczych na poziomie od kilku do kilkunastu ug w kg. Obec-
no$é tych zwigzkéw stwierdzono w wedzonych i konserwowanych rybach, niektorych
rodzajach seréw, przetworach z miegsa peklowanego, smazonym bekonie, piwie, mace
i grzybach [8, 10, 11, 13, 19, 28].

Zaleski uwaza, ze zanieczyszczeniu tymi zwigzkami moze ulega¢ tylko ten rodzaj
zywno$ci, do ktérej dodaje si¢ jony azotanowe i azotynowe w celu konserwacji, a na-
stepnie poddaje si¢ ja obrébce termicznej [28]. Wykazano, ze istnieje mozliwos¢ prze-
chodzenia N-nitrozozwiazkéw z przewodu pokarmowego do krwi, mleka i jaj [9].
Wedlug Karlowskiego zrédlem zanieczyszczenia przetworow mleczarskich N-nitrozo-
aminami jest obecno$é azotanéw w mleku [11]. Ich obecnos¢ moze by¢ przyczyna
powstawania zwigzkéw N-nitrozowych w zoladku cztowieka [10]. W srodowisku za-
wierajacym jony azotanowe istotna role w tworzeniu N-nitrozoamin odgrywa me-
tabolizm drobnoustrojéw. Z badan Hawkswortha [5] wynika, Ze niektére szczepy
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enterokokow i bakterie z rodzaju Clostridium charakteryzowaly si¢ zdolnoscia do
syntetyzowania N-nitrozodwuetyloaminy (NDMA). Niewielkie ilosci N-nitrozodwu-
fenyloaminy stwierdzono rowniez w srodowisku, w ktérym byly obecne bakterie z ro-
dzaju Pseudomonas [2]. Zdolnos¢ syntetyzowania N-nitrozodwumetyloaminy, N-nit-
rozodwuetyloaminy i N-nitrozodwupropyloaminy wykazaly réwniez szczepy Lactoba-
cillus casei [18].

Ayanaba [2] informuje, ze szczepy Escherichia coli i Streptococcus epidermis syn-
tetyzowaly N-nitrodwufenyloaming w Srodowisku pH 7,5. Dwuheksylonitrozoamine
wyizolowano ze Srodowiska jako metabolit takich szczepow, jak: E. coli, Bacillus
brevis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces lipolitica [18]. Szlit i wsp. [25] podaja,
ze niektore szczepy Proteus mirabilis, Proteus morganii Proteus rettgeri sa zdolne do
tworzenia N-nitrozodwumetyloaminy. Z dos¢ duza wydajnoscia NDMA moga syn-
tetyzowacé gronkowce [24].

Ayanaba [2] uwaza, ze rola mikroorganizméw w tworzeniu N-nitrozoamin spro-
wadza si¢ do: redukcji azotanow do azotyndéw, degradacji biatka do II rzedowych
amin, wytworzenia enzymu katalizujacego reakcje nitrozowania oraz stwarzania od-
powiedniego Srodowiska reakgji, tzn. zakwaszania. Kwasowos$¢ Srodowiska ma wplyw
nie tylko na sama reakcje nitrozowania ale rowniez na wczesniejsze wytwarzanie azo-
tynu. W zwiazku z tym aktywno$¢ bakterii reduktazy w procesie redukcji azotanéw
do azotynow uzalezniona jest w duzym stopniu od skladu podloza, szczegdlnie wtedy
gdy rozwijaja si¢ na nim bakterie fermentacji mlekowe;j.

Np. Rogosa podaje, ze redukcja azotanow przy udziale szczepow Lactobacillus byla
tylko mozliwa w podlozu z ograniczona iloscia weglowodandow [22]. W Srodowisku
o wysokiej zawarto$¢ weglowodandéw proces ich fermentacji do§é szybko i znacznie
zakwasza podloze, co w konsekwencji ogranicza lub uniemozliwia metabolizowanie
azotanOw przez reduktazg¢ azotanowa. Autor ten wskazuje rOwniez, ze ciSnienie tlenu
w §rodowisku jest takze waznym czynnikiem, decydujacym o zdolnosci bakterii do
redukcji azotanow. '

Z kolei Podhorski wykazal inhibicyjne dzialanie azotanéw w stosunku do bakterii
fermentacji mlekowej [17]. Zwiazane to jest prawdopodobnie z blokowaniem funkcji
enzymatycznych dehyrdogenazy mleczanowej, ktora katalizuje przemiang kwasu piro-
gronowego do kwasu mlekowego. Srodowisko bogate w pektyny sprzyja rozwojowi
mikroflory, ktora odznacza si¢ 8 —10 krotnie wyzsza aktywnoscia reduktazy azotano-
wej w poréwnaniu z wydajnoscia tej reakcji w Srodowisku ubogim w zwiazki pek-
tynowe [23]. Wplyw na reakcje tworzenia prekursoré6w N-nitrozozwigzk6w moze mie¢
iloSciowy stosunek grup drobnoustrojow takich, jak: colii tlenowe laseczki przetrwal-
nikujace. Wydajnosé redukcji NO; do NO; jest wyzsza zawsze w przypadku przewagi
liczebnej pateczek z grupy coli nad bakteriami z rodzaju Bacillus.

Z badan Usajewicz [26] wynika, ze enterokoki posiadaja zdolno$¢ stymulowania
syntezy amin przez bakterie z grupy coli. Pirolidyna i piperydyna przeksztalcane z ar-
gininy i lizyny przez bakterie kalowe moga by¢ nastepnie nitrozowane przez szczepy
E. coli nawet w warunkach braku glukozy w podlozu [6]. W degradacji choliny do
dwumetyloaminy aktywno$é wykazuja bakterie z rodzaju Clostridium [6]. Rowniez
bakterie kalowe syntetyzuja ok. 20% dwumetyloaminy z choliny i lecytyny.

Z pozywieniem do przewodu pokarmowego dostaja si¢ nieznaczne ilosci II-rzedo-
wych amin. Ilo§é ich w jelicie cienkim jest niewielka, dopiero w jelicie grubym zachodzi
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proces wytwarzania piperydyny, pirolidyny i syntezy NDMA [6]. Duze st¢zenie aminy
II-rzedowej nie jest jednak konieczne, poniewaz wzrost wydajnosci reakcji nitrozowa-
nia w Srodowisku rozwoju E. coli moze spowodowaé jedynie zwickszenie stezenia
azotanu, a nadmiar aminy ma nawet dzialanie inhibicyjne [6].

N-nitrozozwiazki powstaja w reakcji elektrofilowego podstawienia azotu or-
ganicznego zwigzkiem nitrozujacym. W reakcje wchodz jednak azot nieprotonowany
aminy Mozna przypuszczac ze zwigzanie bakteryjnego bialka enzymatycznego
z aming ochrania i stablhzuje jej nieprotonowa postaé. Archer i wsp. [1] sadza, ze
hydrofobowa interakcja aminy ze skladnikiem komoérkowym, zlokalizowanym gléw-
nie w Scianie komdrkowej, przySpiesza istotnie reakcje nitrozowania nawet w §rodo-
wisku o pH 3,5.

Prawdopodobnie ten rodzaj interakcji zabezpiecza aming przed elektrostatyczng
destabilizacjag do formy protonowej w tak kwasnym §rodowisku. Sadz si¢ réwniez,
ze kationowe czg$ci powierzchni komorek bakterii przyciagaja jony azotynu i w ten
sposdb wytwarzaja odpowiednio wysokie stezenie czynnika nitrozujacego w obec-
no$ci amin.

Dowodem na taka role drobnoustrojow w reakcji nitrozowania moze by¢ 12 —49-
-krotny wzrost szybkosci tworzenia dwuheksylonitrozoaminy przy pH 3,5 przez Sac-
charomyces lipolitica, Saccharomyces cerevisiae, E. coli, Bacillus brevis i 6-krotny
wzrost reakcji nitrozowania w Srodowisku, w ktorym s3 obecne bakterie z rodzaju
Staphylococcus [18, 24].

Ayanaba [2] sugeruje, ze za katalize reakcji nitrozowania s3 odpowiedzialne nie-
enzymatyczne substancje wewnatrzkomorkowe. Mills [16] uwaza rOwniez, ze za pro-
cesy syntezy N-nitrozoamin w Srodowisku rozwoju Pseudomonas stutzeri mogly byé
odpowiedzialne komponenty nieenzymatyczne. Badania tego autora wykazaly, ze
czynnik ten jest termostabilny, bowiem dzialanie temperatury nie obnizylo wydajnosci
rekacji nitrozowania. Niektérzy badacze uzyskali jednak wyniki, ktore pozwalaja
biokatalityczne funkcje drobnoustrojow w reakcji nitrozowania laczy¢ z dma]amem
ich enzymoéw. .

Bidkatalityczne dzialanie plesni w reakcji syntezy N-nitrozoamin, bez proby wyjas-
nienia mechanizméw, eksponuje Klein [14], przypisujac je takim gatunkom jak: Penicil-
lium roquefortii, Penicillium camemberti i Pennicillium caseoliuticum. Nowsze teorie
zakladaja, ze reakcje nitrozowania katalizuja metabolity bakterii, co w pewnym sensie
potwierdza wczesniejsze tezy Hawkswortha [19, 21). Ho Seung Yang i wsp. [7] sugeruja,
ze wplyw na ilo§¢ syntetyzowanej N-nitrozoaminy ma szczegélna frakcja” blony
komérkowej drobnoustrojéw. Z badan Przybylowskiego [18] wynika, ze w przypadku
szczepu Lactobacillus casei reakcje nitrozowania katalizuje ekstrakt enzymoéw we-
wnatrzkomérkowych oraz enzymy zlokalizowane w $cianie komérkowe;j.

Zywno$¢, a szczegdlnie mleko i jego przetwory sa dogodnym Srodowiskiem, tak
dla rozwoju drobnoustrojéw, jak i przemian wynikajacych z metabolizmu poszczegdl-
nych grup drobnoustrojéw. Dane na temat obecnoSci N-nitrozoamin wskazuja na
fakt, ze N-nitrozoaminy moga by¢ obecne w mleku w proszku [10, 13, 27], a sery sg
szczegblnie dobrym podlozem, w ktérym istnieja wszystkie warunki podane przez
Ayanaba, konieczne dla procesu syntezy tych zwiazkow [15, 21]. Czg$€ N-nitrozoamin
moze byé.absorbowana przez takie biatka, jak albumina i kazeina a w przewodze
pokarmowym moze ulegaé dzialaniu pankreatyny i lipazy [3] lub degradacji w wyniku
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hydrolitycznej dzialalnosci enzymow, bakterii z grupy coli [5] i ple$ni z rodzaju Rhi-
zopus [4].

Nie zmniejsza to jednak niebezpieczenstwa wynikajacego z ich obecnosci lub syn-
tezy w przewodzie pokarmowym. Istnieje prawdopodobienstwo, ze w procesie syntezy
N-nitrozoamin duza rol¢ odgrywa wzajemny uklad ilosSciowy populacji bakterii coli
i mikroflory psychotroficznej [20]. Z badan Przybylowskiego i wsp. [21] wynika, Ze
za powstawanie N-nitrozoamin w serach odpowiedzialne s3 enzymy lub metabolity
bakterii z grupy coli. Nie jest jednak znana odpowiedz na pytanie, czy czynniki
biogenne sa jedynymi, ktore wywieraja dzialanie katalityczne, czy tez istnieja inne
wspoélzaleznosci Srodowiskowe, ktore pozwalaja bakteriom odgrywac stymulujacg role
w procesie nitrozowania. Wydaje si¢, z¢ odpowiedzi na to pytanie warto byloby
poswieci¢ dalsze badania.

I. Steinka, P. Przybylowski
THE EFFECT OF BIOGENIC FACTORS ON FORMATION OF N-NITROSAMINES
Summary

On the grounds of a literature survey, the microbiological prerequisites for the formation of
precursors of the nitrosation reaction, as well as the participation of microbial enzymes and morphotic
elements in the synthesis of N-nitrosamines were characterized.
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