potravinarstvo

doi: 10.5219/78

EVALUATION OF ELISA METHOD TO DETECTION OF COW
B-LACTOGLOBULIN IN SHEEP MILK AND SHEEP MILK PRODUCTS

Lucia Zeleiidkovd, Radoslav Zidek, Margita Canigovd, Juraj Paulov, Tatiana Gallisovd

ABSTRACT

The aim of work was to optimalize the ELISA method to detect the adulteration of sheep milk and sheep milk products by
cow milk in the laboratory. We have focused on laboratory testing of ELISA kit (B-Lactoglobulin ELISA Set, SEDIUM
R&D) for detection of cow B-Lg in sheep milk order to obtain high-quality, reliable and economically advantageous method
suitable for routine use in practice. The results shown that for the quality of adulteration determination it is necessary to
verify the sensitivity of applied kit by the samples dilution in accordance with the producer declared quantification range
contained in the manual ELISA kit. The starting point for obtaining of relevant data was to create separate regression curves
with high determination coefficient, which allowed to quickly and easily detect the cow milk additions in sheep milk,

cloddish sheep and Slovak sheep cheese.

Keywords: cow milk, sheep milk, sheep cheese, adulteration, ELISA

UVOoD

Podl'a komisie EU pre autentifikdciu potravin, musia mat
autentické potraviny definovany pdvod, obsah a kvalitu a
musia pochddzat’ zo Specifikovanych zdrojov (Hurley et
al., 2004a).

Ochrana zaujmov spotrebitel'a je oSetrend v Nariadeni
(ES) ¢. 178/2002 EP a Rady, pricom ¢ldnok 8
(potravinové prdvo) sa zameriava na predchddzanie
podvodnym alebo nekalym postupom falSovania potravin
a akymkol'vek inym postupom, ktoré moéZu spotrebitel’a
uviest’ do omylu.

S problematikou falSovania mlieka je spity Vynos MP
SR a MZ SR ¢&. 1187/2004-100, ktorym sa vyddva hlava
Potravinového kédexu Slovenskej republiky upravujica
oznaCovanie potravin vzneni neskor§ich predpisov
(harmonizovana legislativa). Problematikou falSovania
mlieka sa zaoberd aj Vymos MP SR aMZ SR ¢.
2143/2006 — 100, ktorym sa vydava hlava Potravinového
kédexu Slovenskej republiky upravujica mlieko a vyrobky

zmlieka aktory je neharmonizovanou legislativou.
V harmonizovanej i neharmonizovane;j legislative
Slovenskej republiky je zadefinované, aké mlieko,

pripadne, aky vyrobok z tohto mlieka sa mdZe oznacit’ ako
ovdie, kozie.

KedZe ovcie akozie mlieko st podstatne drahSie ako
kravské mlieko aich produkcia je sezonna, rozsirilo sa
falSovanie ov¢ich a kozich syrov nedeklarovanou primesou
kravskej mlie¢nej zlozky (Piknova et al., 2002).
V mnohych krajinich mé detekcia falSovania syrov
mimoriadny vyznam najmi z hl'adiska zachovania tradicii
ich vyroby. Z uvedeného dovodu ziskali mnohé syry tzv.
ochrannii znacku originality (PDO — protected designation
of origin), ¢o znamend, Ze sui vyrobené z jedného druhu
mlieka a v oznacenf je tito skutocnost’ deklarovana (De La
Fuente, Juarez, 2005). V kontexte s uvedenym dna 17.
jila 2008 bolo v Uradnom vestniku Eurépskej tnie
zverejnené Nariadenie Komisie (ES) ¢. 676/2008 zo 16.
jula 2008, ktorym sa do Registra chrdnenych oznaceni
povodu a chranenych zemepisnych oznaceni zapisuju
urCité ndzvy a medzi nimi i nid$ vyrobok Slovenska
bryndza.

Mlieko jednotlivych cicavcov je mozZné rozdelit' podla
zastipenia hlavnych druhov bielkovin na mlieka kazeinové

a albuminové. Kazeinové mlieka produkuji prezivavce
arelativny obsah kazeinového komplexu tu presahuje
75 % celkového obsahu dusika. Albuminové mlieka
produkuji  misoZravce,  vSeZravce  a bylinoZravce
s jednoduchym zalidkom (Gajdusek, 2003; Buiika et al.,
2009). Najvacsi podiel Cistych bielkovin (priemerne 80 %)
pripadd na bielkoviny kazeinového komplexu. Jednym zo
zdkladnych znakov kazeinového komplexu je jeho
precipitacia pri pH 4,6 (Madureira et al., 2007). Kazein
kravského mlieka predstavuje  komplex  Styroch
fosfoproteinovych frakcii ozna¢ovanych ako ag-, 0g,-, B- a
k-kazeiny. Proteiny kazeinového komplexu st polymorfné,
z ¢oho vyplyva, Ze u jednotlivych genetickych variantov sa
primdrna Struktira konkrétnej frakcie modZe mierne
odliSovat. Hlavne v starSej literatire sa d’alej objavuju
zmienky o y-kazeinoch a A-kazeinoch, ktoré su vSak
v skuto¢nosti  iba  fragmentmi zdkladnych frakcif
B-kazeinu, resp. agi-kazeinu (Farrell et al., 2004).

Priblizne 20 % Ccistych bielkovin tvoria tzv. srvatkové
proteiny, ktoré sa nezrdzaju pri pH 4,6. Medzi srvitkové
proteiny zahrfiujeme hlavne «-laktoalbumin (o-La),
B-laktoglobulin ~ (B-Lg),  sérovy  albumin  (SA),
imunoglobuliny, protedzo-pepténovi frakciu, enzymy
ainé minoritné bielkoviny (Madureira et al., 2007).
Obsah jednotlivych frakcii srvatkovych bielkovin sa 1iSi
podl'a druhu mlieka (tabulka 1).

Hlavnou frakciou srvdtkovych proteinov v mlieku
prezivavcov je fp-Lg (Mc Kenzie, 1991). Kym
u kravského mlieka je zndmych 7 genetickych variantov
B-Lg, tak v ov€éom mlieku sa potvrdili 2 genetické varianty
B-Lg oznacené ako A a B (Pintado, Malcata, 1999).

Technologické vlastnosti mlieka z hl'adiska vyroby syrov
si podmienené radou faktorov a maji vplyv na kvalitu
syrov a ekonomiku vyroby. Rozhodujici vplyv mé obsah
a zastipenie bielkovin v mlieku. Vplyv genetického
polymorfizmu bielkovin na zloZenie mlieka je popisany
u fenotypov jednotlivych kazeinovych frakcii, B-Lg,
u stupiia glykolyzacie «k-kazeinu, u obsahu minerdlnych
latok, hlavne védpnika au velkosti kazeinovej micely
(Bohmova, Cerny, 1994).
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Tabul’ka 1 ZloZenie a obsah srvatkovych proteinov
v surovom mlieku krav, koz aoviec (Hurley et al.,
2004b)

Srvatkové proteiny Kravské | Kozie | Ovcie

mlieko mlieko | mlieko

Celkom [ %]
Imunoglobuliny 15,0 11,5 20,0
Sérumalbumin/laktoferin 9,5 12,8 8,1
B-laktoglobulin 59,3 54,2 61,1
o-laktoalbumin 16,2 21,4 10,8
Koncentracia [g.l'l]

Imunoglobuliny 0,97 0,71 2,15
Sérumalbumin/laktoferin 0,61 0,79 0,87
B-laktoglobulin 3,83 3,33 6,58
o-laktoalbumin 1,05 1,31 1,16
Srvatkové proteiny 6,46 6,14 10,76
celkom

Z vyzivového  hladiska je  optimdlne, aby sa
prostrednictvom mlieka a mlienych vyrobkov uhradili asi
dve tretiny odporicanej davky vépnika a tie by mali byt
rozdelené vpomere 1: 1 1 medzi syry, mlieko
a zakysané mlie¢ne vyrobky (Fatrcova-Sramkova, 2009).
ZvI1ast syry maju Siroké vyzitie v gastronémii. Do teplych
i studenych pokrmov sa priddvaji postrihané, naslahané,
obalené, ¢i vyprazané a zapekané syry (Habanova, 2004).
V poslednom desatro¢i sa zvySil pocet experimentov
a Stidif dokumentujicich priaznivy terapeuticky ucinok
syrov pri niektorych chorobnych stavoch. Z hl'adiska ich
vyuZitia v praxi je mimoriadne vyznamny ich lokdlny,
celkovy a biomedicinsky ucinok, inhibi¢ny efekt voci
patogénnom, optimalizacny vplyv na trdviace procesy
a anticholesterova aktivita (Lengelyova et al., 2010).
Fyziologické odchylky v zloZzeni mlieka maju velky vplyv
na kvantitativny dbkaz pouZitej analytickej met6dy
(Schilk, 1995; Can, 1996). V potravinove] analyze je
ELISA najpouZivanejSia forma imunoanalyzy, pretoZe
redukuje cenu vybavenia aje l'ahko pouzitelnd, rychla,
pohotovad a automatizovana (Giovannacci et al.,, 2004;
Hurley et al., 2004b). Vysokd $pecifickost’ tejto metddy
sa odrdZa aj v koncentracnych jednotkdch, v ktorych sa
celosvetovo vyjadruji vysledky ELISA, ato bud ppm
(mgkg") alebo ppb (ugkg'). Za hlavné vyhody sa
povazuje spracovanie velkého mnozZstva
vzoriek, vytvorenie  kalibra¢nej krivky a premeranie
slepych vzoriek stcasne na jednej mikrotitracnej dosticke,
¢o eliminuje vplyv meniacich sa podmienok pocas
stanovenia (Stejskal et al., 2008). ELISA ma aj nevyhody
napr. vtom, Ze deteguje neporuSené bielkoviny, ale
bielkovinové hydrolyzaty nemusia imunologicky reagovat'.
Inym negativom je, Ze spracovatel'ské operdcie moézu
zniZit  rozpustnost  bielkovin, vyvolat  chemické
modifikdcie, ¢o méZe mat’ vplyv na viazanie protilatok na
epitopy v systéme ELISA (Taylor et al., 2009).

Hlavnym cielom naSej price bola optimalizacia ELISA
metody na detekciu falSovania ovéieho mlieka a vyrobkov
z neho kravskym mliekom v laboratérnych podmienkach.
V zmysle uvedeného sme sa zamerali na laboratérne
skiSanie ELISA testu (B-Lactoglobulin ELISA Kkit,
SEDIUM R&D) zalozeného na detekcii bovinného p-Lg

s ciePom ziskat’® kvalitni, spolahlivi a ekonomicky
vyhodnid metodiku vhodnii na rutinné pouZzitie v praxi.

MATERIAL A METODY

Pri zostavovani metodiky price sme vychddzali z
poznatkov ziskanych Stidiom vedeckej literatdry, ako aj z
vysledkov vyskumnych projektov, ktoré boli zamerané na
detekciu falSovania mlieka a syrov v niektorych
eur6pskych  krajindch. Laboratérne  analyzy  sme
uskuto€nili na Katedre hodnotenia a spracovania
Zivocisnych produktov (priprava vzoriek) a na Katedre
hygieny a bezpecnosti potravin FBP (detekcia falSovania
ELISA testami). Surové ovCie mlieko ziskané zo salaSa
v Nitrianskom kraji a surové kravské mlieko odobrané
z prvovyroby bolo ihned’ po odbere uchovavané pri teplote
6 °C a nasledne spracované v zmysle stanovenych ciel'ov.
Surové ovéie mlieko, surové kravské mlieko, ako aj
tepelne oSetrené kravské mlieko sme zmieSavali v
stanovenych pomeroch (0; 0,5; 5; 47 % kravského podielu
v skimanej vzorke ov€ieho mlieka). Kravské mlieko sme
pasterizovali pri 72 °C po dobu 15 sekiind a 85 °C po dobu
3 sekundy. Zo vzniknutych mliecnych zmesi sme nédsledne
vyrdbali hrudkovy syr abryndzu. VSetky vyrobené
produkty sme analyzovali vybranym ELISA testom.
Priprava vzoriek syrov: Surové mlieko sme pred analyzou
kvalitativne vysetrili s cielom zistit' jeho technologické
vlastnosti sivisiace s vyrobou syrov. V zmysle uvedeného
sme uskutoCnili skusku syritel'nosti a pre jej zlepSenie sme
do jednotlivych vzoriek v zdvislosti od stupiia tepelného
oSetrenia pridali od 1 — 2,5 ml CaCl, na 1 1. Po vzdjomnom
zmieSavani obidvoch druhov mliek nasledovalo vlastné
syrenie mlieka, spracovanie syreniny, obrdtenie povrchu
syreniny, jej krdjanie, harfovanie a mieSanie a nakoniec
formovanie hrudkového syra. Vzniknuté hrudky sme
nasledne oSetrovali 2 % roztokom NaCl a nechali zriet’ pri
teplotich zodpovedajicich technologickym poZiadavkam
(23 °C, 19 °C anakoniec 8 °C). Pocas 12 dni sme okrem
monitorovania teploty merali aj pH v jednotlivych
hrudkach. S cielom vyrobit bryndzu sme jednotlivé
hrudky syrov rozdrobili, pridali do nich 2 % soli, natlacili
do kadiciek anechali zriet dalSie 4 dni. Po ukonceni
pripravnej fazy sme jednotlivé vzorky analyzovali
v zmysle poZiadaviek vyrobcu ELISA testu. Dosiahnuté
vysledky boli interpretované pouZzitim STAT FAX
321/plus microwell reader (Awareness Technology, Palm
City, FL) pri vinovej dizke 450 nm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ciel'om prace bolo optimalizovat’ ELISA zaloZenu na
detekcii kravského B-Lg v ovéom mlieku a vyrobkoch
z neho v laboratérnych podmienkach. V zmysle uvedeného
sme sa zamerali na:
vyber najvhodnejSieho metodického postupu s dérazom na

zhodnotenie citlivosti ELISA metédy pri rdznych
modelovych situdcidch
volbu  optimdlneho riedenia  supernatantu, ktoré

v laboratdrnej praxi (ak je primes deklarovand v oznaceni)
umozni rychlejSie detegovat’ neziaduce medzidruhové
falSovanie mlieka a jeho vyrobkov
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V silade s inStrukciami testu sme vykonali laboratérnu

analyzu 27 vzoriek ov¢ieho mlieka, zneho vyrobenej
hrudky abryndze, ktoré sme na zaciatku umyselne
kontaminovali r6znymi pridavkami kravského mlieka (0;
0,5; 5; 47 % kravského podielu v skimanej vzorke ov¢ieho
mlieka). Detekcii falSovania ov¢ieho mlieka a vyrobkov
zneho predchiddzala fdza pripravy vzoriek, ktord je
popisand v Casti Materidl a metodika a ktord v principe
spocivala vo vychodiskovej tprave vzoriek pred analyzou
ELISA testami a v Specifickej priprave vzoriek na analyzu
ELISA testami, na ktord nadvizovalo vlastné vykonanie
laboratérneho skiSania a jeho vyhodnotenie.
Pri hodnoteni vysledkov sme aplikovali poziadavky
vyrobcu vybraného ELISA testu, no z hladiska
objektivneho hodnotenia kvality testu sme pouzili aj
vlastné hodnotiace postupy. KedZe detekéné rozpitie
pouzitého ELISA testu sa pohybovalo vrozmedzi 0,2 —
20 ppm avyrobca vndvode presne neurCuje stupen
riedenia supernatantu ziskaného z jednotlivych druhov
vzoriek pred aplikdciou do mikrotitraénych dosticiek, bolo
nutné v prvej faze pokusu vybrané vzorky pred vlastnou
analyzou nariedit’ v zmysle desiatkového riedenia (107, 107
2, 10'3, 10* a 10'5). Pri riedeni ostatnych vzoriek sme
postupovali podla vysledkov dosiahnutych v prvej faze,
pricom d’alSie informécie sme ziskali jednak z dostupnych
vedeckych literdrnych zdrojov, ako aj od vyrobcu
analyzovaného testu.

Vychodiskom pre ziskanie relevantnych tdajov bolo
vytvorenie kalibracnej krivky (obr. 1) zo Standardov
nachddzajicich sa  vtestovacej sade. Jednotlivé
koncentracie f-Lg kravského mlieka vo vzorkiach
(vyjadrené v ppm, resp. mg.kg") sme uréili interpoldciou
ich absorbancie na kalibracnej krivke. S cielom
kvalitativne determinovat’ podiel kravského B-Lg v % sme
pre kazdy spOsob tepelného oSetrenia vytvorili sériu
osobitnych regresnych kriviek (obr. 2, 3, 4), pricom sme
pomocou regresnych rovnic matematicky definovali
priebeh jednotlivych linedrnych funkcii. Tie stapali
umerne so zvysSujuicou sa koncentraciou falSovaného
podielu (0,5; 5 a47 %), ¢o umoziiovalo presnejSie urcit
zavislosti medzi koncentriciou primesi kravského mlieka
vo vzorke (%) a koncentriciou B-Lg vo vzorke (mg.kg™).
Ako vyplyva zobr. 2, zavislost medzi koncentrdciou
kravského mlieka (os y) a f-Lg (os X) je linearna a da sa
vyjadrit’ regresnou rovnicou s koeficientom determinacie
0,999, ¢o dava predpoklad spolahlivého stanovenia
primesi kravského mlieka v surovom ov¢om mlieku.
Rovnako aj vo vzorkdch syra abryndze je mozné na
zdklade koncentracie B-Lg interpolovat koncentraciu
primesi kravského mlieka, pricom koeficient determindcie
ziskanej regresnej rovnice mal hodnoty 0,964 (obr. 3)
a 0,965 (obr. 4). U ostatnych vzoriek zaradenych do
pokusu nebolo mozné zostrojit' krivku zavislosti medzi
koncentraciou kravského mliecka a B-Lg z dovodu
prekrocenia kvantifikaéného limitu ELISA testu.

Ako sme uz uviedli, vsuilade s producentom
deklarovanym kvantifikaénym rozsahom obsiahnutym
vmanudli kELISA  sdprave, moZno  korektne
kvantifikovat’ kontamindciu medzi 0,2 — 20 ppm (mg.kg™")
pritomného kravského p-Lg v skimanych vzorkéch.
Hodnoty absorbancii vys$Sie, resp. nizSie ako uvedeny
detek¢ény limit nemozno spolahlivo kvantifikovat' a teda
ani vyhodnotit’.
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Obr. 2 Linearna funkcia srovnicou regresie pre
prepocet koncentracii f-Lg surového kravského mlieka
vo vzorkach ov¢ieho mlieka
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Obr. 3 Lineirna funkcia srovnicou regresie pre
prepocet koncentracii f-Lg surového kravského mlieka
vo vzorkach syrov
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Obr. 4 Linearna funkcia srovnicou regresie pre
prepocet koncentracii p-Lg surového kravského mlieka
vo vzorkach bryndze

Vysledky, ktoré sme dosiahli pri naSich analyzach, su
prezentované v tab. 2. VicSina vzoriek bola uspeSne
kvantifikovand (hodnoty ppm, ktoré sa nachddzali
v producentom garantovanom kvantifikacnom rozsahu
pouzitého kitu), no iba vdaka ich niekol'ndsobnému
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riedeniu pred vlastnou analyzou. U niektorych vzoriek
z hladiska kvalitnejSej determindcie navrhujeme zvysit
riedenie o jeden desiatkovy poriadok, nakolko aj v nami

pouzitom riedeni sme pridavok kravského mlieka
nedetegovali. Je doblezité pocitat aj schybami, ktoré
vznikaji v priebehu celého procesu kvantifikdcie
(vzdjomné zmieSavanie mlieka, pipetovanie, riedenie,
meranie absorbancii na spektrofotometri, &i chyby

samotnych ELISA testov uvddzanych vyrobcov). Napriek
uvedenym skuto¢nostiam mozno konStatovat’, Ze hoci je

nami skimany ELISA test zamerany hlavne na detekciu
nizkych koncentracii kravského B-Lg, mozno ho pri
dodrzan{ urcitych laboratérnych postupov aplikovat’ aj pri
detekcii falSovania nebovinného mlieka a vyrobkov z
neho. Predpokladom kvalitnej determindcie falSovania je
laboratérne overenie citlivosti kazdého pouzitého kitu
naried’ovanim vzoriek v stlade s producentom
deklarovanym kvantifikatnym rozsahom obsiahnutym
v manudli k ELISA stprave.

Tab. 2 Vysledky detekcie B-Lg kravského mlieka v zmesi mlieka, syrov a bryndze

Koncentracia kravského mlieka [ % ]v ovéom mlieku
0,5 5 47
Sposob tepelného Druh
oSetrenia kravského u absorb. mg.kg” absorb. mg.kg’ absorb. mg.kg"
mlieka vzorky
mlieko 2,201 689.,9 (c) 2,441 927,1 (c) 1,85 4159,5 (d)
Surové mlieko Syr 2,901 (a!) 2,206 69,4 (b) 1,22 207 (¢)
bryndza 2,614 11,3 (a!) 2,333 81,5 (b) 1,405 262,2 (c)
Pasterizicia mlieko 3 — (b)) 2,63 1147,2 (c) 0,904 1252 (d)
(72 °C. 15 5) syr 2,901 — (@) 2,316 79,8 (b) 1,149 187,2(c)
’ bryndza 2,74 12,9 (a!) 2,569 107,3 (b) 1,886 429.6 (c)
Pasterizicia mlieko 3 — (b)) 1,845 416,8 (¢) 1,072 883.,9 (d)
(85°C. 3 s) syr 2,695 12,3 (a!) 2,155 64,9 (b) 1,957 4932 (¢)
’ bryndza 2,722 12,7 (a!) 2,359 84,1 (b) 2,173 665,1 (c)
Druh pouzitého riedenia: 10° (a); 107 (b); 107 (c); 107 (d); zvysit riedenie (1); nedetegovatel'né

ZAVER

Hlavnym ciel'om prace bola optimalizacia sendvicovej
ELISA met6dy na detekciu falSovania ov¢ieho mlieka
avyrobkov z neho v laboratérnych podmienkach.
Zamerali sme sa na otestovanie zvoleného metodického

postupu sdbérazom na kvalitu aopakovatelnost’
dosahovanych  vysledkov v roéznych  modelovych
situdcidch.

Je nutné podotknut, Ze skimana ELISA stiprava patri do
skupiny metdd zameranych na detekciu alergénov
nachadzajicich sa v potravinich vo vel'mi nizkych
koncentriciach (mgkg'). S cielom detegovat’ rozne
pridavky kravského mlieka v ov€éom mlieku a vyrobkoch
zneho sme postupovali podl'a pokynov vyrobcu testu,
ako aj podla vlastného metodického postupu. Ako sme
uz uviedli, vyrobca ELISA testu jednozna¢ne nedefinuje
sposob dalSieho riedenia ziskaného supernatantu pred
jeho aplikdciou do mikrotitracnych dosticiek. Z naSich
pokusov vyplyva, Ze pre kvalitnejSiu determindciu najmi
nizkych koncentricii je potrebné najst’ vhodné riedenie
pre rozne koncentricie kravského mlieka v kontexte so
sposobom ich tepelného oSetrenia, ako aj dalSieho
technologického spracovania, ¢o je aj beZnou
laboratérnou  praxou. Vychodiskom pre ziskanie
relevantnych tdajov bolo v naSom vyskume vytvorenie
osobitnych regresnych kriviek s vysokym koeficientom
determindcie, ktoré umoznili rychlo al'ahko detegovat’
pridavky kravského mlieka v ovéom mlieku, hrudkovom
syre abryndzi. Domnievame sa, Ze ziskané vysledky
mo7Zu prispiet’ k aplikacii otestovanych riedeni v rdmci
jednotlivych falSovanych pomerov v pripade, ak sud
podiely kravského mlieka deklarované v oznaceni na

obaloch vyrobkov (najmd syrov, ¢i bryndze). Ziverom
moZno konstatovat’, Ze optimalizdcia ELISA testov, ktoré sa
pouziju na detekciu kravského mlieka v ov€om mlieku
a vyrobkoch z neho si bude vyzZadovat dalSie laboratérne
skimanie s cielom ziskat’ kvalitna, spolahlivi
a ekonomicky vyhodni metodiku vhodnd na rutinné
pouzitie.
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