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ELEKTROFORETSKO RAZDVAJANJE HIMOZINA 
I PEPSINA IZ RAZLIČITIH PREPARATA SIRILA'' 

Prof, d r J o v a n DORDEViC, Ognjen MAČEJ , dipl . inž., prof, d r 
Radoslav STEFANOViC, mr. Dušica PETROVIČ, d r Dragođlava MIŠlC, 

Pol jopr ivredni fakul te t Zemuin 
U svetu je uobičajeno da se p r e p a r a t i s ir i la dek la r i šu prvens tveno p r e m a 

njihovoj akt ivnost i u pogledu zgrušavanja mleka . U p raks i se često podrazu-
meva pod jač inom sir i la aiktivnoist himozina, a gub i iz v ida pepsin, koji je t a -
kođe p r i su tan u svim p r e p a r a t i m a sirila. Poznato je da eks t rak t četvr tog dela 
želuca te'ladi (sadrži vel ike količine himozina i nezna tno pepsina. Međutiim, pr i 
k lanju te lad i veće s tarost i u eks t r ak tu se sman ju je sadrža j himozina, a znatno 
povećava pepsin. Klanjem teladi s tar i j ih od pet meseci u eks t r ak tu sirišta ug lav­
nom prev ladava pepsin. Posl jednjih godina u sve tu se oseča sve veća nestašica 
sirila. Pomanjkan je sirišnog fe rmenta posledica je n a jednoj s t ran i sve većeg 
ograničenja k lanja teladiii usled slabe ekonomičnost i , dok je n a drugoj s t ran i n e ­
stašica uslovl jena s ta ln im poras tom proizvoda s i reva. Povezano sa ovim, n a 
t rž iš tu se nalaze komerci ja lni p r epa ra t i siri la vr lo neu jednačene jačine u koj ima 
verova tno kvan t i t a t ivn i odnosi himozüna i peps ina va r i r a ju u veoma širokim 
gran icama. 

P r e m d a su proteoli t ički fermenti , h imozin i peps in se p rema svojim bio-
hemijskim osobinama i po svome delovanju n a mlelko dosta razl ikuju. P r e m a 
podacima iz l i t e ra tu re (2,7) pepsin iispoljava na jveću aJktivnost između p H 1,2 
i 2,3 dok himozin zah teva manje kiselu isredinu i najs tabi lni j i j e pr i pH 5,5— 
6,2. Otuda pepsin sporo zgrušava sveže mleiko, dok je p r i nešto većoj kiselosti 
mleka zgrušavanje pepsinom mnogo brže (11). U p o r e d n i m ispi t ivanjem fer-
m e n a t a us tanovl jeno je da pepsin ispoljava mnogo jače proteol i t ičko dejstvo od 
himozina (8). S druge s t r ane pepsin mnogo slabije zgrušava mleko nego što to 
čini himozin (8). Ispi t ivanja e lek t ronskim mikroskopom pokazuju da g ruš p r o ­
izveden pomoću sirila ima kompak tn i ju i o rganizovani ju s t r u k t u r u od gruša 
proizvedenog pepsinom (4). Ustanovl jeno je da se p r i m a r n a akcija oba fermenita 
u toku podsir ivanja odvija na kapakaze inu (6,9). P r e m a najnovij im rezul ta t ima 
is t raživanja (9) u p r imarno j akciji himozin rask ida feni la lanin — met ioninsku 

* Referat održan na XVII Seminaru za ml.iekarsku mdustriju, 1979. Zagreb 
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vezu na kapakazeinu izemđu 105. i 106. aminokiselinskog ostatka polipeptidnog 
lanca. Za pepsin se još uvek tačno ne zna na kojim vezama kapakazeina vrši 
proteolizu. Verovatno su veze raskidanja brojnije s obzirom na njegovu veću 
proteoliitioku aktivnost i poznavanje losetljivih veza prema pepsinu u drugim 
substratima proteina (2). U toku zrenja sireva zapaženo je da pepsin dovodi 
do nastajanja većeg sadržaja polipeptida od kojih nelki 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 sasitavu sirila ne navode se podaci o kvantitativnim od­
nosima himozina i pepsina premda bi ovakve informacije bile veoma korisne za 
usmeravanje tehnoloških procesa izrade sireva. Imajući u vidu značaj ovih pi­
tanja u radu je vršeno elektroforetsko razdvajanje himozina i pepsina iz raz­
ličitih preiparata 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 dosadašnji radovi uka­
zuju da se pomioću älkalne elektroforeze postiže dobro razdvajanje oba fermen­
ta i u ovim usllavima dobijaju najhomogeniji pikovi. 

Materijal i metode rada 
Ispitivanjem su obuhvaćeni tečni preparati sirila domaće proizvodnje i 

dansko sirilo u prahu firme Hanzen. Sirila domaće proizvodnje bila su jačine 
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 služio kao pomoćni 
standard za identifikovanje fermenata u elektroforets'kim preparatima sirila. 

Za elektroforetsko nanošenje preparati sirila su prethodno pripremljeni 
postupkom dijalize da bi se iz njih odstranile niskomolekularne primese ne-
koloidne prirode i kuhinjska sol, ikoje bi inače mogle da ometaju normalan 
tok elefetroforeze. Kao sredstvo za dijaliziu koirišćena je dijalizna polupropust-
Ijiva membrana, a proces dijalize obavljen je u dejonizovanoj vodi temperatu­
re 2-4°C u toku 48 časova. Za elektroforetsko nanošenje pepsin je samo rastvo­
ren u dejonizovanoj vodi. 

U radu je primenjena poliakrilamidna disk elektroforeza po metodi Schmi-
dt-a (3). Gel za kolone (za 8 staklenih cevčica) je pripreman od 7,5"/'o akrilami-
da u 5M urei, pošto je ustanovljeno da ovakva poroznost gela omogućava naj-
uspešnije razdvajanje fermenata. Prethodno su ustanovljene i optimalne kon­
centracije uzoraka, pa je na kolonu gela nanošeno tečno sirilo u količini od 
0,1 — 0,12 iml., odnosno 0,01 — 0,03 ml l"/o rastvora sirila u prahu ili pepsina. 
Za razdvajanje fermenata korišćen je tris-glicin pufer na pH 8,5. Elektroforeza 
je izdvojena na sobnoj ^temperaturi pri naponu struje između elektroda od 
200-300 V i trajala je 45 minuta do jednog časa. Dobijeni elektroforetski gelovi 
bojeni su poimoću l^/o amido-crnog u 7̂ /o sirćetnoj kiselini u toku 10 minuta. 
Obezbojavanje gelova u T̂ /o sirćetnoj koselini trajalo je oko tri dana. 

Elektroforets'ki preparati su snimljeni i zatim čitani na denzitometru firme 
Beokman. Izračunavanjem površine pikova razdvojenih fermenata dobij eno je 
procentualno učešće himoiziina i pepsina u ispitivanim preparatima sirila. 

Rezultati istraživanja 
U radu je korišćena polialkrilamidna elektroforeza. Ova elektroforeza se 

odlikuje velikom sposobnošću razdvajanja proteina koje je rezultat dve grupe 
efekata. Prvu grupu efekata uslovljava dejstvo električnog polja u kome pro­
teini teže da se raspodele prema razlikama u električnom naboju. Dejstvo 
električnog polja je svojstveno i ostalim tehnikama elektroforeze. Druga gru-
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pa efekata proističe iz upotrebe poliakrilamidnog gela koji uslovljava gelfi-
Itraciju koja se istovremeno odvija u toku elektroforetskog procesa. Kroz po­
re gela najbrže se kreću oni proteini čiji molekuli pri migraciji pokazuju naj­
manje trenje o strukturu gela što je pretežno slučaj sa proteinima male mole­
kularne težine. 

S obzirom da su fermenti substance proteinske prirode poliakrilamidna 
elektroforeza je kao jedna od najsavremenijih metoda elektroforeze našla ši­
roku primjenu u oblasti proučavanja fermenata. 

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

U elektroforetslkim preparatima vidljivo su izdvojene dve markantne trake 
na različitim pozicijama, što pokazuje da je postignuto dobro razdvajanje fer­
menata iz oba sirila. Na snimcima se uočava da je traika fermenta manje elek-
troforetske pokretljivosti slabijeg inteziteta od fermenta koji je prešao duži put 
u toku elektroforetskog procesa. Polazeći od toga da preparati sirila normalno 
sadrže više himozina od pepsina, predpostavljaio se da frakcija veće elektro-
foretske'pokretljivosti zbog jačeg intenziteta pripada himozinu, a druga, slabi­
jeg intenziteta, pepsinu. 

Da bi se proverio identitet izdvojenih fermenata vršena su usporedna ele-
ktroforetska ispitivanja u kojima je korišćen čist pepsin. On je služio kao stan­
dard pomoću koga je utvrđen položaj pepsina u elektroforetskim preparatima 
sirila, a naporedo s tim i položaj himozina. Ova ispitivanja su potvrdila naše 
pretpostavke. Snimci eleiktroforetskih preparata prikazani su na slici 2. 

Iz elektroforetskog snimka pepsina se vidi da se ovaj ferment veoma ho­
mogeno izdvaja u uslovima alkalne elektroforeze na pH 8,5. Proučavajući elek-
troforetsko ponašanje pepsina HJoch (2) je, saglasno našim rezultatima, ustano­
vio homogenost pepsina na pH 8, dok je pri produženim elektroforezama na pH 
3,5 i 5,5 našao da pepsin migrira u više frakcija i pokazuje vidljivu heteroge­
nost. 

Upoređujući elöktrofoiretsike snimke čistog pepsina i sirila očigledno je da 
se položaj čistog pepsina podudara s položajem frakcije manje pokretljivosti iz 
sirila. Da se na ovom položaju u preparatima sirila sigurno nalazi pepsin služi 
kao dokaz i to što se u gelu smešanog uzorka na istom mestu pojavljuje traka 
jačeg intenziteta nego u sirilu, kao rezultat većeg sadržaja pepsina usled do­
davanja pepsina sirilu. 

Potvrđujući na ovaj način identitet pepsina postaje sasvim izvesno da u 
preparatima sirila frakcija veće elektroforetske pokretljivosti i jačeg intenzi­
teta predstavlja himozin. Pri razmatranju elektroforetske pokretljivosti treba ra­
zmotriti i moleikulske težine fermenata, jer su one poreid naelektriziran ja zna­
čajan činilac za razdvajanje proteina u poliakrilamidnoij ele'ktroforezi. Za mo­
lekulsku težinu pepsina navodi se više vrijednosti: 37.600, 34.500, 35.000 . . . itd. 
(2). Edelhoch je primetio vidljivi porast molekulske težine pepsina između 
pH 6 i 7, do granične vrednosti 37.000. Od brojnih podataka koji se odnose na 
himozin Foltmann (7) uzima kao najmeritorniju vrednost za molekulsku teži­
nu oko 31.000, koja je dobijena na osnovu aminokiselinskog sastava fermenata. 
Upoređivanjem podataka proizlazi da je molekulska težina pepsina veća od hi­
mozina za oko 3.000 odnosno 5.000. 

Sa stanovišta gelfiltracije, himozin bi zbog manje molekulske težine imao 
više uslova za bržu elektroforetSku pokretljivost od pepsina, što je saglasno 
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rezul ta t ima koji su dobi jeni u ovome radu. Na osnovu dužine p ređenog pu ta 
proizlazi da himozin n a p H 8,5 ima jače naelektr isanje od pepsina, što p red­
stavl ja b i tan činilac za n jegovu veću elektroforetsku pokret l j ivost . 

Elekt rofore tske pokret l j ivost i pepsina i himozina iznete su u tabel i 1. Za 
osnovu elektroforetske pokret l j ivost i uzeta je dužina p ređenog p u t a u toku 
elektroforeze. S obzirom da dužina pu ta pr i istim uslovima elektroforeze može 
da va r i ra zbog uticaja više faktora (svežina pufera, jač ina s t ru je i dr.) izra­
čuna te su i re la t ivne pokre t l j ivos t i f e rmena ta (Rm-vrednosti) koje se uzimaju 
kao pouzdani j i pokazatel j mobilnost i proteina. Ove vrednos t i su izvedene iz 
odnosa pređenog pu t a bromfenol-p lavog (koji kao jonska boja putu je ispred 
proteina) i dužine p u t a razdvojenog fermenta . 

Tabela 1 
Elektroforetske pokretljivosti pepsina i himozina 

Broj 
uzorka 

Pređeni 
put pepsina 

u mm 

Pređeni 
put himo­
zina u mm 

Pređeni 
put brom-
fenolpla-
vog u mm 

Relativna 
pokret­

ljivost pep­
sina (Rm) 

Relativna 
pokretlji­
vost himo­
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 čija duž ina (cevčice) iznosi 100 mm. peps in je za v reme elek­
troforeze obavio pu t od prosečno 7,95 mm., dok je h imozin putovao 4,29 pu ta 
brže, odnosno prelazio p u t dužine 39,13 mm. Pr i tome se zapaža da je dužina 
pu ta oba fe rmenta pojedinačno var i ra la u elektroforezama. Shodno tome va r i ­
ra la je i dužina p u t a ce lokupne elektroforeze (označena bromfenol-plavim) od 
83 do 95 mm., a prosečno iznosila 86,1 mm. 

U p r imen jenom t ipu elektroforeze re la t ivna pokret l j ivost pepsina iznosi 
prosečno 0,082, što je za 5,36 pu t a manje od re la t ivne pokret l j ivost i himozina. 

Či tanjem e lekt rofore tsk ih p r e p a r a t a na denzi tometru dobijeni su e lek t ro-
foretografi na pap i ru koji zbog osjetljivosti apa ra tu re i uvel ičavanja potpuni je 
osvetl javaju sl iku e lekt rofore tskog razdvajanja fermenata . Elektroforetografi 
pepsina i p r e p a r a t a tečnog sir i la i sirila u p r ahu pr ikazani su na graf ikonima 
1, 2 i 3. 
Legenda e lekt rofore tografa : 
1. pepsin 
2. frakcija h imozina 
3. frakcija h imozina 
4. frakcija h imozina 
5. frakcija himozina 
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Slika 1 
Elektroforetski preparati tečnog sirila i si­
rila u prahu (levo — tečno sirilo, desno — 

sirilo u prahu) 

V 
Slika 2 
Elektroforetski preparati tečnog sirila, pep-
sina i smešanog uzorka popsina i sirila (s 

leva na desno) 

(j^rchj.i. 
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Iz grafičkog pr ikaza pepsina, na osnovu izgleda p ika se vidi da je ovaj 
fe rment u čistom obliku elektroforetski veoma homogen. 

Elektroforetograf tečnog siri la pokazuje da se i u ovom slučaju pepsin h o ­
mogeno razdvaja. Međut im, u oblasti h imozina uočava se pored glavnog p ika 
još jedna frakcija slabog intenzi te ta i manje pokret l j ivos t i koja je inače okom 
slabo vidljiva na sn imku elektroforetskog p r e p a r a t a tečnog sirila (slika broj 
1 i 2). 

U elektroforetograf u siri la u p r a h u pepsin j e slično razdvojen kao p r e t ­
hodno. P ik himozina je manje pravi lnog obl ika nego tečnog sirila. U njegovoj 
blizini pored već uočene frakcije vide se još dva ma la p ika veće e lektroforetske 
pokretl j ivosti , što ukazuje da se himozin, za raz l iku od pepsina, na pH 8,5 h e ­
terogeno razdvaja . Tome u pri log idu i l i t e r a tu rn i izvori koji svedoče da h i ­
mozin ima odlike heterogenog fermenta . Vršeći h romatogra f sk i prečišćavanje 
J i rgenson i sar. (7) su zapazili da kr is ta lni oblik h imozina može da se razdvoji 
u dve ili više raznih komponenata . Razdva jan jem pomoću DEAE celulozne 
kolone Fo l tmann (7) je dobio himozin u t r i frakcije koje j e označio sa A, B i C. 
Autor je us tanovio da frakcije pokazuju specifično razl ič i tu akt ivnost u po­
gledu zgrušavanja mleka. 

Elektroforetski pikovi koji su dobijeni e lekt roforezom sirila, a nalaze se u 
oblasti himozina, pokazuju vizuelno vel iku sličnost s h romatogra fsk im profi­
lom himozina koji je dobio Fo l tmann (7). Ovo sa svoje s t r ane po tvrđuje da 
manje frakcije u blizini himozina, 2, 4 i 5 p r ipada ju himozinu. 

I z računavan jem površine koju obuhva ta ju pikovi dobijeno je re la t ivno 
učešće pepsina i himozina u p r e p a r a t i m a sirila. Na osnovu većeg broja ispiti­
vanja us tanovl jene su srednje vrednost i re la t ivnog učešća koje su p r ikazane u 
tabel i 2. 

Tabela 2 
Relativno učešće himozina i pepsina u preparatima sirila 

TI orak Relativno učešće Relativno učešće 
^ himozina u "/o pepsina u "/o 

Tečno sirilo 60,20 38,80 
Sirilo u prahu 72,30 27,70 

Iz poda taka u tabeli 2 se vidi da se u p r e p a r a t i m a sir i la himozin i pepsin 
nalaze u različi t im kvan t i t a t ivn im odnosima. U tečnom sir i lu himozin je bio 
zastupljen sa re la t ivn im učešćem od 61,20"'/o, a peps in sa 38,80^/0. Kod sirila 
u p r a h u himozina je više za 11 ,10^ , odnosno njegovo re la t ivno učešće iznosi 
72,30'Vo, dok ostal ih 27,70^/0 o tpada na pepsin. 

Vršeći meren ja na osnovu imunoloških i h roma tog ra f sk ih ispit ivanja Rothe 
i sar. (10) su ustanovi l i vel ike var i jabi lnost i u pogledu količina i međusobnog 
odnosa himozina i pepsina u različi t im komerc i ja ln im p r e p a r a t i m a sirila. Au­
tor i su našli da je u siri lu dobijenom iz s ir išnog e k s t r a k t a teladi re la t ivno 
učešće himozina iznosilo 82,60^/o, a pepsina 17,40^/0. U goveđem siri lu odnos je 
bio gotovo obrnut , procentuelno učešće h imozina je iznosilo samo 20,62^/0, a 
pepsina povećano na 79,38'^/o. 

Za s i ra rsku proizvodnju je od velikog značaja da se imaju precizni podaci 
o akt ivnost i sirila. Kako zgrušavanje mleka rezu l t i r a iz združenog delovanja 
himozina i peps ina bilo bi t akođe vrlo značajno imat i uv id u raspodelu ovih 
fe rmena ta u komerci ja ln im p r e p a r a t i m a sirila. Ovo pogotovo iz razloga što 
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kvan t i t a t ivn i odnosi f e rmena t a u p repa ra t ima sirila imaju velik uticaj na oso­
bine i kval i te t s i reva. Međut im, sastav komerci ja lnih p r e p a r a t a sirila sa s t ano ­
višta raspodjele f e r m e n a t a malo se do sada ispituje. 

Zaključak 
U radu je v ršeno elektroforetsko razdvajanje h imozina i pepsina iz raz l i ­

čitih p r e p a r a t a sir i la da bi se u nj ima ustanovio ident i te t i međusobni k v a n t i ­
ta t ivni odnos fe rmena ta . Za ovu svrhu korišćena je po l iakr i l amidna disk e lek-
troforeza sa 7,5Vo ak r i l amidom u 5M urei uz upo t rebu tr is-gl icin pufera na p H 
8,5. Dobijeni e lekt rofore tsk i p repara t i su čitani n a denzi tometru . Na osnovu 
ovih ispi t ivanja mogu se izvesti sledeći zaključci: 

— Po l i ak r i l amidnom disk elektroforezom postiže se uspešno razdvajanje h i m o ­
zina i peps ina iz komerc i ja ln ih p r epa ra t a sirila. P r i naveden im uslovima, 
pepsin je e lekt rofore tsk i homogen, dok se himozin razdvaja u više frakcija 
(četiri) od kojih j e d n a preds tavl ja najveći deo himozina. U navedenom t ipu 
elektroforeze peps in ima ma lu re la t ivnu pokret l j ivost od 0,082, dok je p o ­
kret l j ivost h imozina za 5,36 pu ta veća, i iznosi 0,44. 

— Sastav komerc i ja ln ih p r e p a r a t a siri la p r e m a raspodel i fe rmenata se dos ta 
razlikuje. U tečn im p r e p a r a t i m a sirila re la t ivno učešće himozina iznosi 
61,20^/0 i peps ina 38,80'Vo. U p r epa ra tu sirila u p r a h u himozin je više za­
stupljen, ima re la t ivno učešće 72,30^/o, a učešće peps ina iznosi 27,70^/0. 

— Sa s tanoviš ta koagulaci je mleka, proizvodnje s i reva i njihovog kval i te ta , 
pored obaveznog poznavan ja akt ivnost i sirila, važno je imat i uvid i u r a spo -
delu fe rmena ta , r ad i uspešnijeg usmeravan ja tehnološkog procesa iz rade 
sireva i n j ihovog zrenja . 
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