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INTRODUCERE

Boabele de naut constituie o materie prima
deosebita pentru alimentatia umana in primul rind
pentru continutul inalt de proteine. Insi asimilarea
proteinelor nautului (si a altor boabee leguminoase)
este limitatd de prezenta asa numitor factori
antitripsici. Acestea sunt compusi proteici, care
afecteaza activitatea (antienzimaticd) a tripsinei §i
chimotripsinei la nivelul pancreasului exocrin. Ei se
leagd la un reziduu AA al enzimei si blocheaza
centrele active ale enzimelor, care perturba
formarea complexului enzima-substrat si, astfel,
digestia proteinelor. Tratamentele tehnologice ale
nautului prin efectele conjugate a temperaturii,
umiditatii, incoltirii ar putea conduce la diminuarea

factorului  antitripsic i la  ameliorarea
performantelor nutritive ale boabelor [1].
Inhibitorul natural din soia (inhibitorul

Bowman - Birk), descoperit in anul 1946, formeaza,
impreund cu tripsina, un complex ireversibil,
indiferent de cantitatea totala de tripsind din sistem.

Pentru ca determinarea activitatii antitripsice
este destul de complicata si anevoioasa, prezenta si
activitatea inhibitoului activ al tripsinei sunt adesea
determinate  indirect prin masurarea activitatii
ureazei. Aceasta enzimd este prezentd in boabele
leguminoase, iar impactul factorilor tehnologici
asupra ratei de inactivare a ureazei coreleaza bine
cu impactul acelorasi factori asupra inhibitorului
tripsinei [2,3].

Ureaza (E.C.3.5.1.5.) este o metaloenzima
dependentd de Ni [4], care catalizeaza hidroliza
ureei la amoniac si dioxid de carbon.

NHz-CO-NHZ + HQO = 2NH3 + COZ

Este produsa de plante, fungi si bacterii, dar nu
si de animale; ureazele prezintd omologii
semnificative si mecanisme similare de catalizare,
dar diferd in structurile cuaternare. In timp ce
ureazele produse de plante si fungi sunt proteine
homo-oligomerice de 90 kDa [5], cele produse de
bacterii sunt multimere de doud sau trei complexe
de subunitati [6].

in acelas timp ureazele prezente in produsele
alimentare si cele bacteriene provoca

manifestdri morbide si conduc la aparitia unor boli
ale tractului urinar $i a regiunii gastroduodenale,
incluzind cancerul [7].

In industrie ureazele imobilizate sunt larg
folosite pentru eliminarea ureei din apele reziduale
si din bauturile alcoolice, la incalzirea carora ureea
interactioneaza cu alcoolul etilic si formeaza uretan-
substanta cu proprietati cancerigene [8].

1. MATERIALE SI METODE DE
CERCETARE

1.1. Materiale

Boabele de naut, roada 2012, au fost colectate
de Institutul de Selectie a Plantelor, or. Balti din
Republica Moldova si au corespuns cerintelor
STAS - ului 8758-76.

1.2. Metode de cercetare

Tratamente tehnologice. Boabele de naut au
fost supuse inmuierii (pind la 12 ore), germinarii
(inmuiere In apa 12 ore §i germinare pina la 72 ore)
si fierberii -2 ore. Inmuierea si fierberea au fost
realizate in apa, solutii de aczi, de saruri si de
zaharuri.

Uscarea si macinarea boabelor. Boabele
tratate au fost uscate 1n uscdtorie convectivd de
laborator cu  circulatie fortatd a aerului la
temperatura camerei pind la masa constanta.
Macinarea a fost realizatd in risnita de cafea
Moulinex AR100G.

Detrminarea activitatii ureazice.
Determinarea activitdtii ureazice se bazeazd pe
cresterea pH-ului mediului datoritd amoniacului
eliberat din uree sub actiunea ureazei reziduale din
produsul analizat [9, 10]. Probele de lucru si de
referinta (etalon) au fost pregatite astfel:

Proba de lucru: 10 ml de solutie de uree (3%
in 0.2 M tampon fosfat, pH 7.00) + 0,2 g de faina de
naut.

Solutia de referinti: 10 ml 0,2 M tampon
fosfat (pH 7.00) + 0,2 g de faina de naut.
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Ambele probe au fost incubate 30 min, la 30°C,
sub agitare. Imediat dupa expirarea timpului de
incubare In ambele probe s-au adaugat cate 10 ml
HCI1 0,1 N, probele s-au ricit rapid pina la 20°C,
apoi au fost transferate cantitativ in baloane de
titrare si titrate cu solutie de hidroxid de sodiu 0,1
N pina la pH 4,7.

Activitatea ureazicd s-a calculat dupa formula:

1.4-(V,-V,)
30-F

Activ. urezica = mg N/g x min, (1)

unde: V, — volumul solutiei de hidroxid de sodiu
0,1 N folosit la titrarea probei de de lucru, ml;
V; — volumul solutiei de hidroxod de sodiu
0,1N folosit la titrarea probei de referinta, ml;
1,4 — cantitatea de azot corespunzatoare unui
ml de hidroxid de sodiu 0,1N;
30 — durata de hidroliza, min;
E 1ot =14 mg N/ ml.

2. REZULTATE SI DISCUTII

Cinetica de degradare enzimatici a ureei
depinde de specificitatea §i activitatea ureazei,
concentratia enzimei si a substratului, afinitatea
enzimei fatd de substratul sau de reactic si de
factorii de mediu factorii temperatura, pH, prezenta
electrolitilor, activatorilor ori inhibitorilor [11].

Activiatea ureazicd a boabelor native de naut
constituie 1,16 mg N/g/min si este mult mai mica
decit cea a boabelor de soia (5-10 mg N/g/min), dar
mai mare decit valoarea admisa pentru preparatele
proteice (max 0,5 mg N/g/min).

2.1. Impactul temperaturii
Rezultatele impactului temperaturii mediului

asupra activitatii ureazei sunt prezentate in figural.
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Figural. Dependenta activitatii ureazice a boabelor
de naut inmuiate in functie de temperatura

Astfel odatd cu cresterea temperaturii de la
0°C pind la 60°C (picul activitatii ureazice)
activitatea ureazei creste, iar la temperaturi mai
mari de 60°C, relatia dintre activitatea catalitica si
temperatura este inversad. Prin urmare ureaza
nautului este o enzima termostabila.

Temperatura activitatii optimale a ureazei din
naut este asemdndtoare cu cele ale ureazelor din
unele varietati de fasole [12], fungii Rhizopus [13],
specia de bacterii Yersinia enterocolitica [14],
frunzele de talpa gastii Chenopodium album [15],
care constituie 60, 55, 65, 60° C, respectiv.

Rezistenta termicd relativ inaltd a ureazei este
probabil determinatd de conformatia structurald
stabild a enzimei i de legaturile puternice ale
nichelului cu centrul activ al ei. In consecinti
inactivarea totald a enzimei are loc doar Ia
temperaturi destul de inalte.

2.2. Impactul inmuierii si germinarii

Evolutia activitatii ureazice pe parcursul
inmuierii §i germinarii boabelor de nadut este
prezentat in figura 2.
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Figura 2. Dependenta activitatii ureazice de durata
de inmuiere i de germinare a boabelor de naut

Astfel activitatea ureazei scade gradual atit la
inmuerea boabelor cit si la germinarea lor. Rezultate
asemanatoare au fost relatate pentru boabele de soia
[16, 17], lentile si mazare [18].

Scaderea activitatii enzimatice poate fi
determinatd pe de o parte de legivarea enzimei in
mediul de inmuiere si de modificarile biochimice si
fizico-chimice care intervin in procesul germinarii.

Orf si colegii (2007) au aratat ca in timpul
germindrii are loc transformarea enzimelor 1in
subunititi cu masa moleculard redusi, dar care din
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punct de vedere imunochimic sunt identice cu cele
de origine initiald [19,20]. Acestea au solubilitate
maritd si difundeaza usor in mediul apos [21]. In
rezultat activitatea ureazica a boabelor scade.

2.3. Impactul duratei tratamentului termic si a
compozitiei mediului de fierbere

Impactul duratei tratamentului termic si a
compozitiei mediului de fierbere este prezentat in
figurile 3 si 4.

Fierberea boabelor in apa distilata in decurs de
4 ore antreneazd o reducere semnificativd a
activitatii ureazice de la 0,79 mg N/g/min pina la
0,18 mg N/g/min. Valoarea activitatii ureazice
reziduale dupd fierbere depinde de prezenta
aditivilor in mediul de fierbere.

Prezenta acizilor (citric si oxalic) si a sarurilor
(NaCl, NaHCO; si extract de cenusd) accelerecaza
viteza de inactivare si diminuiazd activitatea
reziduala a ureazei dupa fierbere, iar zaharurile
(zaharoza si fructoza) au un impact protector asupra
inactivarii §i maresc valoarea activitatii reziduale a
ureazei.

Dependenta activitatii ureazice de
concentaratta §i natura acizilor din mediu este
determinatda de modificarea pH-ului si poate fi
explicata de schimbadrile structurale care au loc in
proteina enzimaticd odatd cu variatia pH-ului.
Structura tertiard a enzimei depinde de multiple
interactiuni  intramoleculare, in primul rind de
legaturile de hidrogen dintre gruparile functionale
ale aminoacizilor enzimei. Modificarea pH-ului
afecteaza si gradul de ionizare a catenelor laterale a
aminoacizilor, structura  tertiard,  perturba
conformatia nativa si provoaca denaturarea enzimei
[22].

Prezenta sarurilor mareste forta ionici a
mediului- un alt parametru important, care
influenteaza conformatia proteicd si activitatea
enzimelor, in special in cazul in care enzimele si
substratul au sarcini electrice. Aceasta influientd
este destul de complexa si specifica fiecarei enzime.

Modificarea fortei ionice a mediului afecteaza
natura polard a proteinelor si solubilitatea lor. In
acelas timp prezenta sarurilor intervine si in
stabilitatea gruparilor hidrofobe a proteinelor. Apa
interactioneaza cu regiunile hidrofobe, iar prezenta
ionilor solvatati provoaca expunerea lor la suprfata
si precipitarea enzimelor [23]. Toate acestea conduc
la scaderea activitatii enzimelor.

Zaharurile au un impact protector asupra
activitatii enzimatice [24], si denaturdrii chimice i
termic a proteinelor [25].
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Figura 3. Impactului duratei de fierbere a boabelor
de naut (inmuiate preliminar 10 ore) in apd si in
solutii de acizi alimentari (A), saruri (B), extract de
cenusd (C) si zaharuri (D) asupra activititii
ureazice.
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Figura 4. Impactului compozitiei mediului de
fierbere (2h) a boabelor de ndut asupra activitatii
uriazice A) acizi; B) sdruri; C) extract de cenusa;
D) zaharuri.

Natura exacta a interactiunilor care guverneaza
stabilitatea mediatad de zaharuri asupra proteinelor
nu este Inca foarte clard. Xie G, Timasheff S. (1997)
considera ca hidratarea preferentiald a zaharurilor
(care sunt si cosolventi) limiteazd hidratarea si
stabilizeaza structura pliata a proteinelor.

Aceiasi autori afirma ca un alt factor care ar
prvoaca hidratrea preferentiald a proteinelor poate fi
cresterea tensiunii superficiale a mediului. Bolen si
colaboratorii [26], au ardtat cd interactiunile
cumulative dintre aminoacizii catenelor laterale si
substantele osmolite (inclusiv zaharoza) favorizeaza
desfagurarea proteinelor, iar efectul stabilizator al
lor este determinat de interactiunile  peptida-
osmolit.

CONCLUZII

Activitatea ureazicd a boabelor native de
naut constituie 1,16 mg N/g/min si este mai mica
decit cea a boabelor de soia (5-10 mg N/g/min), dar
mai mare decit valoarea admisa pentru preparatele
proteice (max 0,5 mg N/g/min). La inmuierea si
germinarea boabelor activitatea urazicd scade cu
25 51 74% respectiv. Valoarea activitatii reziduale a
ureazei dupd fierberea boabelor depinde de durata
fierberii i compozitia mediului de fierbere.

Prezenta sarurilor si acizilor in mediul de
fiebere accelereaza procesul de inactivare a ureazei,
iar zaharurile au efect protector asupra inactivarii.
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