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ELEKTROFORETSKO RAZDVAJANIJE HIMOZINA
| PEPSINA 1Z RAZLICITIH PREPARATA SIRILA*

Prof. dr Jovan DPORDEVIC, Ognjen MACEJ, dipl. inZ., prof. dr
Radoslav STEFANOVIC, mr. Dusica PETROVIC, dr Dragoslava MISIC,
Poljoprivredni fakultet Zemun

U svetu je uobi¢ajeno da se preparati sirila deklariSu prvenstveno prema
njihovoj aktivnosti u pogledu zgruSavanja mleka. U praksi se ¢esto podrazu-
meva pod jafinom sirila aktivnost himozina, a gubi iz vida pepsin, koji je ta-
kode prisutan u svim preparatima sirila. Poznato je da ekstrakt éetvrtog dela
Zeluca teladi sadrzi velike kolid¢ine himozina i neznatno pepsina. Medutim, pri
klanju teladi veée starosti u ekstraktu se smanjuje sadrzaj himozina, a znatno
povecava pepsin. Klanjem teladi starijih od pet meseci u ekstraktu siri§ta uglav-
nom prevladava pepsin. Posljednjih godina u svetu se osefa sve veca nestaSica
sirila. Pomanjkanje siriSnog fermenta posledica je na jednoj strani sve veéeg
ograni¢enja klanja teladi usled slabe ekonomiénosti, dok je na drugoj strani ne-
staSica uslovljena stalnim porastom proizvoda sireva. Povezano sa ovim, na
trziStu se nalaze komercijalni preparati sirila vrlo neujednaéene jaine u kojima
verovatno kvantitativni odnosi himozina i pepsina variraju u veoma Sirokim
granicama.

Premda su proteoliti¢ki fermenti, himozin i pepsin se prema svojim bio-
hemijskim osobinama i po svome delovanju na mleko dosta razlikuju. Prema
podacima iz literature (2,7) pepsin ispoljava najveéu aktivnost izmedu pH 1,2
i 2,3 dok himozin zahteva manje kiselu sredinu i najstabilniji je pri pH 5,5—
6,2. Otuda pepsin sporo zgruSava sveze mleko, dok je pri neSto veéoj kiselosti
mleka zgruSavanje pepsinom mnogo brze (11). Uporednim ispitivanjem fer-
menata ustanovljeno je da pepsin ispoljava mnogo jace proteoliticko dejstvo od
himozina (8). S druge strane pepsin mnogo slabije zgrusava mleko nego $to to
¢ini himozin (8). Ispitivanja elektronskim mikroskopom pokazuju da gru$ pro-
izveden pomoéu sirila ima kompaktniju i organizovaniju strukturu od grusa
proizvedenog pepsinom (4). Ustanovljeno je da se primarna akcija oba fermenta
u toku podsirivanja odvija na kapakazeinu (6,9). Prema najnovijim rezultatima
istrazivanja (9) u primarnoj akciji himozin raskida fenilalanin — metioninsku

* Referat odrZfan na XVII Seminaru za mljekarsku industriju, 1979. Zagreb
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vezu na kapakazeinu izemdu 105. i 106. aminokiselinskog ostatka polipeptidnog
lanca. Za pepsin se jo§ uvek tatno ne zna na kojim vezama kapakazeina vrSi
proteolizu. Verovatno su veze raskidanja brojnije s obzirom na njegovu veéu
proteoliti¢ku aktivnost i poznavanje osetljivih veza prema pepsinu u drugim
substratima proteina (2). U toku zrenja sireva zapaZeno je da pepsin dovodi
do nastajanja veteg sadrzaja polipeptida od kojih neki mogu biti uzrok gorkog
ukusa sira (1,5). Ovo je jedan od glavnih prigovora koji se stavlja pepsinu zbog
koga se on samostalno slabo koristi u proizvodnji sireva.

U deklaracijama o sastavu sirila ne navode se podaci o kvantitativnim od-
nosima himozina i pepsina premda bi ovakve informacije bile veoma korisne za
usmeravanje tehnoloSkih procesa izrade sireva. Imajuéi u vidu zna€aj ovih pi-
tanja u radu je vrSeno elektroforetsko razdvajanje himozina i pepsina iz raz-
licitih preparata sirila s ciljem da se u njima identifikuju ova dva fermenta i
ustanove njihovi kvantitativni odnosi. Za ova ispitivanja je primenjena polia-
krilamidna disk elektroforeza u 5M urei pri pH 8,5 jer dosada3dnji radovi uka-
zuju da se pomocu alkalne elekiroforeze postize dobro razdvajanje oba fermen-
ta i u ovim uslovima dobijaju najhomogeniji pikovi.

Materijal i metode rada

Ispitivanjem su obuhvaceni tefni preparati sirila domaée proizvodnje i
dansko sirilo u prahu firme Hanzen. Sirila domace proizvodnje bila su jaéine
1:5.000 i 1:10.000, a dansko sirilo u prahu imalo je aktivnost 1:80.000. Pored
sirila nabavljen je i medicinski preparat pepsina koji je sluZio kao pomoéni
standard za identifikovanje fermenata u elektroforetskim preparatima sirila.

Za elektroforetsko nanoSenje preparati sirila su prethodno pripremljeni
postupkom dijalize da bi se iz njih odstranile niskomolekularne primese ne-
koloidne prirode i kuhinjska sol, koje bi inate mogle da ometaju normalan
tok elektroforeze. Kao sredstvo za dijalizu koriSéena je dijalizna polupropust-
ljiva membrana, a proces dijalize obavljen je u dejonizovanoj vodi temperatu-
re 2-4°C u toku 48 ¢asova. Za elektroforetsko nanosenje pepsin je samo rastvo-
ren u dejonizovanoj vodi.

U radu je primenjena poliakrilamidna disk elektroforezi po metodi Schmi-
dt-a (3). Gel za kolone (za 8 staklenih cevéica) je pripreman od 7,5%0 akrilami-
da u 5M urei, poSto je ustanovljeno da ovakva poroznost gela omogucava naj-
uspednije razdvajanje fermenata. Prethodno su ustanovljene i optimalne kon-
centracije uzoraka, pa je ma kolonu gela nanoSeno te¢no sirilo u koli¢ini od
0,1 — 0,12 ml., odnosno 0,01 — 0,03 ml 1% rastvora sirila u prahu ili pepsina.
Za razdvajanje fermenata koriS¢en je tris-glicin pufer na pH 8,5. Elektroforeza
je izdvojena ma sobnoj temperaturi pri naponu struje izmedu elektroda od
200-300 V i trajala je 45 minuta do jednog ¢asa. Dobijeni elektroforetski gelovi
bojeni su pomoéu 1%0 amido-crnog u 7% siréetnoj kiselini u toku 10 minuta.
Obezbojavanje gelova u 7% siréetnoj koselini trajalo je oko tri dana.

Elektroforetski preparati su snimljeni i zatim ¢itani na denzitometru firme
Beckman, Izratunavanjem povrdine pikova razdvojenih fermenata dobijeno je
procentualno uceSée himozina i pepsina u ispitivanim preparatima sirila.

Rezultati istraZivanja

U radu je koriSéena poliakrilamidna elektroloreza. Ova elektroforeza se
odlikuje velikom sposobnoséu razdvajanja proteina koje je rezultat dve grupe
efekata. Prvu grupu efekata uslovljava dejstvo elektriénog polja u kome pro-
teini teze da se raspodele prema razlikama u elektriénom naboju. Dejstvo
elektritnog polja je svojstveno i ostalim tehnikama elektroforeze. Druga gru-
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pa efekata proistice iz upotrebe poliakrilamidnog gela koji uslovljava gelfi-
Itraciju koja se istovremeno odvija u toku elektroforetskog procesa. Kroz po-
re gela najbrze se kretu oni proteini ¢iji molekuli pri migraciji pokazuju naj-
manje trenje o strukturu gela Sto je preteZno sluéaj sa proteinima male mole-
kularne tezine.

S obzirom da su fermenti substance proteinske prirode poliakrilamidna
elektroforeza je kao jedna od najsavremenijih metoda elektroforeze nasla §i-
roku primjenu u oblasti prou¢avanja fermenata.

Dobijeni elektroforetski preparati tefnog sirila i sirila u prahu su vrlo
sliénog izgleda prema broju i rasporedu izdvojenih frakcija. Snimci elektrofo-
retskih gelova oba sirila prikazani su na slici 1.

U elektroforetskim preparatima vidljivo su izdvojene dve markantne trake
na razli¢itim pozicijama, $to pokazuje da je postignhuto dobro razdvajanje fer-
menata iz oba sirila. Na snimcima se uotava da je traka fermenta manje elek-
troforetske pokretljivosti slabijeg inteziteta od fermenta koji je preSao duzi put
u toku elektroforetskog procesa. Polazeti od toga da preparati sirila normalno
sadrze viSe himozina od pepsina, predpostavljalo se da frakcija vecte elektro-
foretske pokretljivosti zbog jateg intenziteta pripada himozinu, a druga, slabi-
jeg intenziteta, pepsinu.

Da bi se proverio identitet izdvojenih fermenata vrSena su usporedna ele-
ktroforetska ispitivanja u kojima je koris¢en ¢ist pepsin. On je sluzio kao stan-
dard pomoé¢u koga je utvrden polozaj pepsina u elektroforetskim preparatima
sirila, a naporedo s tim i poloZzaj himozina. Ova ispitivanja su potvrdila nase
pretpostavke. Snimci elektroforetskih preparata prikazani su na slici 2.

1z elektroforetskog snimka pepsina se vidi da se ovaj ferment veoma ho-
mogeno izdvaja u uslovima alkalne elektroforeze na pH 8,5. Proucavajuci elek-
troforetsko ponaSanje pepsina Hoch (2) je, saglasno naSim rezultatima, ustano-
vio homogenost pepsina na pH 8, dok je pri produZenim elektroforezama na pH
3,5 i 5,5 naSac da pepsin migrira u viSe frakcija i pokazuje vidljivu heteroge-
nost.

Uporedujuéi elektroforetske snimke &istog pepsina i sirila o¢igledno je da
se poloZaj Cistog pepsina podudara s poloZzajem frakcije manje pokretljivosti iz
sirila. Da se na ovom poloZaju u preparatima sirila sigurno nalazi pepsin sluzi
kao dokaz i to 3to se u gelu smeSanog uzorka na istom mestu pojavljuje traka
jafeg intenziteta nego u sirilu, kao rezultat vefeg sadrzaja pepsina usled do-
davanja pepsina sirilu.

Potvrdujuéi na ovaj natin identitet pepsina postaje sasvim izvesno da u
preparatima sirila frakcija vete elektroforetske pokretljivosti i jadeg intenzi-
teta predstavlja himozin. Pri razmatranju elektroforetske pokretljivosti treba ra-
zmotriti i molekulske teZine fermenata, jer su one pored naelekiriziranja zna-
¢ajan é&inilac za razdvajanje proteina u poliakrilamidnoj elektroforezi. Za mo-
lekulsku teZinu pepsina navodi se viSe vrijednosti: 37.600, 34.500, 35.000. .. itd.
(2). Edelhoch je primetio vidljivi porast molekulske teZine pepsina izmedu
pH 6 i 7, do graniéne vrednosti 37.000. Od brojnih podataka koji se odnose na
himozin Foltmann (7) uzima kao najmeritorniju vrednost za molekulsku teZi-
nu oko 31.000, koja je dobijena na osnovu aminokiselinskog sastava fermenata.
Uporedivanjem podataka proizlazi da je molekulska teZina pepsina veéa od hi-
mozina za oko 3.000 odnosno 5.000,

Sa stanovista gelfiltracije, himozin bi zbog manje molekulske teZine imao
viSe uslova za briu elektiroforetsku pokretljivost od pepsina, §to je saglasno
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rezultatima koji su dobijeni u ovome radu. Na osnovu duZine predenog puta
proizlazi da himozin na pH 8,5 ima jade naelektrisanje od pepsina, 5to pred-
stavlja bitan &inilac za mjegovu veéu elektroforetsku pokretljivost.

Elektroforetske pokretljivosti pepsina i himozina iznete su u tabeli 1. Za
osnovu elektroforetske pokretljivosti uzeta je duZina predenog puta u toku
elektroforeze. S obzirom da duZina puta pri istim uslovima elektroforeze moze
da varira zbog uticaja viSe faktora (svezina pufera, jafina struje i dr.) izra-
¢unate su i relativne pokretljivosti fermenata (Rm-vrednosti) koje se uzimaju
lkao pouzdaniji pokazatelj mobilnosti proteina. Ove vrednosti su izvedene iz
odnosa predenog puta bromfenol-plavog (koji kao jonska boja putuje ispred
proteina) i duzine puta razdvojenog fermenta.

Tabela 1
Elektroforetske pokretljivosti pepsina i himozina
- - Predeni Relativna Relativna
Broj f.r edeni " P{ ettli_em put brom- pokret- pokretlji-
uzorka Ut pepsins pul imo: fenolpla- ljivost pep- vost himo-
R-am ZING} IR vog u mm sina (Rm) zina (Rm)
1 8 44 95 0,083 0,46
2 7 36,5 83 0,081 0,44
3 7 40 92 0,082 0,43
4 7 37 86 0,081 0,43
5 7 39 83 0,084 0,45
6 10 40 89 0,084 0,45
7 7,5 40 92 0,082 0,43
8 10 39 89 0,084 0,44
9 7 37 83 0,081 0,45
10 7 38 86 0,081 0,44
11 10 40 89 0,084 0,45
Srednja
vrednost 7,95 39,13 86,1 0,082 0,44

U koloni gela ¢ija duZina (cevéice) iznosi 100 mm. pepsin je za vreme elek-
troforeze obavio put od prose¢no 7,95 mm., dok je himozin putovao 4,29 puta
brZe, odnosno prelazio put duzine 39,13 mm. Pri tome se zapaza da je duZina
puta oba fermenta pojedinaéno varirala u elektroforezama. Shodno tome vari-
rala je i duZina puta celokupne elektroforeze (oznaéena bromfenol-plavim) od
83 do 95 mm., a proseéno iznosila 86,1 mm.

U primenjenom tipu elektroforeze relativna pokretljivost pepsina iznosi
prose¢no 0,082, Sto je za 5,36 puta manje od relativne pokretljivosti himozina.

Citanjem elektroforetskih preparata na denzitometru dobijeni su elektro-
foretografi na papiru koji zbog osjetljivosti aparature i uveli¢avanja potpunije
osvetljavaju sliku elektroforetskog razdvajanja fermenata. Elektroforetografi
pepsina i preparata teénog sirila i sirila u prahu prikazani su na grafikonima
1, 21 3.

Legenda elektroforetografa:
pepsin

frakcija himozina
frakcija himozina

. frakcija himozina

. frakcija himozina

SRR
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Slika 1 Slika 2

Elektroforetski preparati teénog sirila i si- Flektroforetski preparati teénog sirila, pep-
rila u prahu (levo — teéno sirilo, desno —  sina i smeSanog uzorka popsina i sirila (s
sirilo u prahu) leva na desno)

era.s.l.

TEENO SIRILO
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era?- 2.

SIRILO U PRANV

grqf. 3

PEPSIN
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Iz grafickog prikaza pepsina, na osnovu izgleda pika se vidi da je ovaj
ferment u éistom obliku elektroforetski veoma homogen.

Elektroforetograf te¢nog sirila pokazuje da se i u ovom slu¢aju pepsin ho-
mogeno razdvaja. Medutim, u oblasti himozina uoava se pored glavnog pika
jo$ jedna frakcija slabog intenziteta i manje pokretljivosti koja je inade okom
slabo vidljiva na snimku elektroforetskog preparata tednog sirila (slika broj
11i2).

U elektroforetografu sirila u prahu pepsin je slitno razdvojen kao pret-
hodno. Pik himozina je manje pravilnog oblika nego tefnog sirila. U njegovoj
blizini pored veé uo¢ene frakcije vide se jo§ dva mala pika veée elektroforetske
pokretljivosti, §to ukazuje da se himozin, za razliku od pepsina, na pH 8,5 he-
terogeno razdvaja. Tome u prilog idu i literaturni izvori koji svedo&e da hi-
mozin ima odlike heterogenog fermenta. VrSe¢i hromatografski preéiSéavanje
Jirgenson i sar. (7) su zapazili da kristalni oblik himozina moze da se razdvoji
u dve ili viSe raznih komponenata. Razdvajanjem pomoéu DEAE celulozne
kolone Foltmann (7) je dobio himozin u tri frakcije koje je oznaédio sa A, B i C.
Autor je ustanovio da frakcije pokazuju specifiéno razli¢itu aktivnost u po-
gledu zgrusavanja mleka.

Elektroforetski pikovi koji su dobijeni elektroforezom sirila, a nalaze se u
oblasti himozina, pokazuju vizuelno veliku sli¢nost s hromatografskim profi-
lom himozina koji je dobio Foltmann (7). Ovo sa svoje strane potvrduje da
manje frakecije u blizini himozina, 2, 4 i 5 pripadaju himozinu. )

Izra¢unavanjem povrsine koju obuhvataju pikovi dobijeno je relativno
uceSce pepsina i himozina u preparatima sirila. Na osnovu veéeg broja ispiti-
vanja ustanovljene su srednje vrednosti relativnog uces¢a koje su prikazane u
tabeli 2,

Tabela 2
Relativno uceSée himozina i pepsina u preparatima sirila
Relativno utesce Relativno utesée
Uzorak himozina u % pepsina u "o
Tetno sirilo 60,20 38,80
Sirilo u prahu 72,30 27,70

Iz podataka u tabeli 2 se vidi da se u preparatima sirila himozin i pepsin
nalaze u razli¢itim kvantitativnim odnosima. U teénom sirilu himozin je bio
zastupljen sa relativnim uce$éem od 61,20, a pepsin sa 38,80%. Kod sirila
u prahu himozina je vise za 11,10%, odnosno njegovo relativno uéeSte iznosi
72,30%, dok ostalih 27,70%s otpada na pepsin.

Vrie¢i merenja na osnovu imunoloskih i hromatografskih ispitivanja Rothe
i sar. (10) su ustanovili velike varijabilnosti u pogledu koli¢ina i medusobnog
odnosa himozina i pepsina u razli¢itim komercijalnim preparatima sirila. Au-
tori su naSli da je u sirilu dobijenom iz siriSnog ekstrakta teladi relativno
uc¢eSte himozina iznosilo 82,60%, a pepsina 17,40°. U govedem sirilu odnos je
bio gotovo obrnut, procentuelno uée$ée himozina je iznosilo samo 20,62%, a
pepsina povecano na 79,38%.

Za sirarsku proizvodnju je od velikog znaé&aja da se imaju precizni podaci
o aktivnosti sirila. Kako zgruSavanje mleka rezultira iz zdruZenog delovanja
himozina i pepsina bilo bi takode vrlo zna&ajno imati uvid u raspodelu ovih
fermenata u komercijalnim preparatima sirila. Ovo pogotovo iz razloga &to
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kvantitativni odnosi fermenata u preparatima sirila imaju velik uticaj na oso-
bine i kvalitet sireva. Medutim, sastav komercijalnih preparata sirila sa stano-
vi§ta raspodjele fermenata malo se do sada ispituje.

Zakljucak

U radu je vrieno elektroforetsko razdvajanje himozina i pepsina iz razli-
¢itih preparata sirila da bi se u njima ustanovio identitet i medusobni kvanti-
tativni odnos fermenata. Za ovu svrhu kori¢ena je poliakrilamidna disk elek-
troforeza sa 7,5%0 akrilamidom u 5M urei uz upotrebu tris-glicin pufera na pH
8,5. Dobijeni elektroforetski preparati su ¢itani na denzitometru. Na osnovu
ovih ispitivanja mogu se izvesti slede¢i zakljuéci:

— Poliakrilamidnom disk elektroforezom postize se uspe3$no razdvajanje himo-
zina i pepsina iz komercijalnih preparata sirila. Pri navedenim uslovima,
pepsin je elektroforetski homogen, dok se himozin razdvaja u vi$e frakcija
(€etiri) od kojih jedna predstavlja najve¢i deo himozina. U navedenom tipu
elektroforeze pepsin ima malu relativhu pokretljivost od 0,082, dok je po-
kretljivost himozina za 5,36 puta veéa, i iznosi 0,44.

— Sastav komercijalnih preparata sirila prema raspodeli fermenata se dosta
razlikuje. U teénim preparatima sirila relativno uceS¢e himozina iznosi
61,20%0 i pepsina 38,80%. U preparatu sirila u prahu himozin je vie za-
stupljen, ima relativno uée3ée 72,30%, a uledée pepsina iznosi 27,70%.

— Sa stanovi$ta koagulacije mleka, proizvodnje sireva i njihovog kvaliteta,
pored obaveznog poznavanja aktivnosti sirila, vazno je imati uvid i u raspo-
delu fermenata, radi uspes$nijeg usmeravanja tehnoloSkog procesa izrade
sireva i njihovog zrenja.
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