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Content of immunoglobulins as quality
indicator of colostrum

Abstrakt

Vzhledem k vysokému obsahu biologicky aktivnich latek
se kolostrum stava duleZitou surovinou pro vyrobu
potravnich dopliikl a funkénich potravin. Indikatorem kva-
lity mleziva je vysoky obsah imunoglobulind, predevsim
IgG1. Metody pro jejich stanoveni jsou nezbytné pro kon-
trolu suroviny, pribéhu zpracovani i findlnich produktd.
Cilem prace bylo ovéfit vybrané metody a posoudit je
z hlediska shody se standardni metodou radidlni imunodi-
fuze (RID), rychlosti a cenové dostupnosti. Pro RID se
osvedcil kit BindingSite. Méfeni hustoty a indexu lomu Ize
pouzit pro rychlé a levné orientacni stanoveni. Byly zjistény
znacné rozdily mezi vysledky z RID a SDS-PAGE. Za per-
spektivni 1ze povaZovat vyluCovaci chromatografii (SEC),
ktera vykazuje dobrou shodu s RID (R?=0,9501), vyZaduje
malé mnozstvi vzorku a je pomérné rychla.

Klicova slova: mlezivo, imunoglobuliny, radidlni imuno-
difuze, index lomu, hustota, vylu¢ovaci chromatografie

Abstract

With respect to high content of biologically active com-
ponents colostrum becomes important raw material for pro-
duction of food supplements and new functional foods.
Indicator of colostrum quality is high content of
immunoglobulins, first of all IgG1. Methods for their esti-
mation are essential for control of raw material, processing
and final products. The aim of this work was to verify

selected methods and evaluate them from the point of view
of agreement with radial immunodiffusion (RID), time and
price of analysis. Kit BindingSite proved successful for
RID. Density and refraction measurement is useful for fast
and inexpensive estimation of immunoglobulin concentra-
tion. Rather big differences were found between results
from RID and SDS-PAGE. Size exclusion chromatography
(SEC) seems to be perspective for IgG analysis. It has good
agreement with RID (R?=0,9501). SEC also needs small
amount of sample and it is rather fast.

Key words: colostrum, immunoglobulins, radial immu-
nodiffusion, refraction index, density, size exclusion chro-
matography

Uvod

Kolostrum (mlezivo) je sekret mlécné 7lazy savcu produko-
vany v prvnich hodinach po porodu. Kromé toho, Ze je nezbyt-
nou prvotni potravou mladéte, v poslednich letech vzrusta
zajem o jeho vyuziti v dopliicich stravy a funkcnich potravi-
néch. Jde o tekutinu bohatou na Ziviny i nejriiznéjsi biologicky
aktivni latky. Jednou ze zdkladnich slozek mleziva jsou
imunoglobuliny, které se vyrazné podileji na rozvoji zdkladni
obranyschopnosti mladéte. Jejich obsah je dosti variabilni, po
porodu velice rychle kles4, rychle se méni i obsah dalSich bio-
logicky aktivnich latek. Vysoka cena suroviny i produktd
z mleziva maze vést k tomu, Ze se vyuzivd i mlezivo
z pozdéjsich nadoji. Obsah imunoglobulini muZe proto
slouzit jako indikator kvality mleziva pii nakupu suroviny
zpracovateli i pro kontrolu finalnich produktti. Cilem préace
bylo ovéfit dostupné metody, které by mohly slouzit ke
stanoveni obsahu imunoglobulinti v kolostru.

Struktura a vlastnosti imunoglobulinii

Imunoglobuliny tvofi komplexni skupinu latek produko-
vanou plazmatickymi buiikami, tzv. B lymfocyty. Tyto latky
se vyrazné podileji na vzniku a podpofe imunity.
Imunoglobuliny se vyskytuji jako monomery nebo oligo-
mery zakladniho Y tvaru. Ten se sklada ze Ctyf polypepti-
dovych fetézct: dvou identickych lehkych fetézct (L)
s molekulovou hmotnosti kolem 25 kDa a dvou identickych
tézkych fetézci (H) s molekulovou hmotnosti v rozmezi
55 kDa - 76 kDa v zavislosti na tfidé imunoglobulinu.
Struktura Y tvaru je stabilizovana, pomoci disulfidovych
vazeb, které jsou inter- i intramolekularni. Tézky H retézec je
tvoren konstantni (C) oblasti, ktera zahrnuje 3 - 4 domény
obsahujici priblizné 110 aminokyselin, a variabilni oblast
(V) na N-konci. Lehké fetézce jsou typu A nebo K (u hové-
zich imunoglobulina prevazuje z 90 % A typ), jsou tvofeny
7z jedné domény C na C-konci a jedné V domény na N-konci.
Z variabilni domény L a H fetézce na koncich Y tvaru vznika
antigenni vazebné misto. Podle druhu konstantni oblasti
tézkych fetézcl rozliSujeme nékolik tfid a podtiid
imunoglobulinti: IgG (podtiidy IgG1, 1gG2), IgA, IgM, IgE
aIgD. IgG tvofi monomery (cca 150 kDa), IgA dimery, [gM
pentamery (Farrell a kol., 2004; Madureira a kol. 2007).
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Imunoglobuliny spoleéné s laktoferinem, lysozymem
a laktoperoxidasou, tvori velmi dulezity antimikrobialni
a antivirovy ochranny systém mléka a mleziva. Hlavni bio-
logickou funkci imunoglobulinti spolecné s proteiny tzv.
komplementu v kravském mlezivu je bezprostfedné po
porodu dodat imunologickou ochranu mladeéti.
Imunoglobuliny tvoii asi 1 % z celkovych mlécnych
bilkovin a asi kolem 6 % ze vSech syrovatkovych bilkovin.
Nejvice zastoupenou tfidou imunoglobulinii v kravském
mléce a mlezivu jsou IgG s podilem 80-90 %. Nejvyssi
koncentrace téchto Ig se nachazi v mlezivu prvni den po
porodu (20 - 200 mg.mL"). Béhem dalsich dnl jejich
obsah klesa na 0,15 - 0,80 mg.mL'l (Mehra a kol., 2006).
IgG ma nékolik funkci, podili se na opsonizaci (podpora
fagocytdzy imunitnich bunék), slouZi jako prevence vazby
patogenti na endotelidlni vystelky, inhibuje bakteridlni
metabolismus tim, Ze blokuje enzymy, zpusobuje agluti-
naci bakterii a neutralizuje toxiny a viry. Na koncentraci
IgG v kolostru maji vliv rizné faktory, jako napf. hor-
monalni a genetické faktory, pocet laktaci a vyZiva (Gomes
a kol., 2011).

Metody pro stanoveni imunoglobulinii

V literature patii nejcastéji zminované metody stanoveni
imunoglobulinti rizné imunochemické metody (predevsim
RID a ELISA) a méfeni hustoty, méné Casto se pouzivaji
chromatografické metody (kapalinovd chromatografie
v riznych modifikacich RP-HPLC, SEC, IEC, afinitni),
elektroforetické metody (SDS-PAGE, CZE) nebo nefelome-
trie. K novéjsim technikdm patii biosenzory zaloZené na
povrchové plasmonové rezonanci (Gapper a kol., 2007).

Material a metody

Kravské mlezivo pochazelo ze ZD Kojcice a kozi mlezi-
vo poskytla firma Betula pendula s.r.o. Vzorky byly dodany
a skladovany v zamrazeném stavu pii -18 °C. Byly ode-
birany pouze vzorky z prvniho nadoje.

Imunoglobuliny byly analyzovany metodou radidlni
imunodifuze (RID) pomoci kiti BindingSite (Velka
Britanie) a IDBiotech (Francie). Principem metody RID je
difuze vzorku agarosovym gelem a nisledna interakce ana-
lyzovaného proteinu s navazanou specifickou protilatkou.
Po vytvoreni vazby antigen-protilatka se vytvori precipi-
taéni kruh, jehoZ primér slouzi k prepoctu koncentrace
imunoglobulind v analyzovaném vzorku. Po aplikaci
vzorku jsou agarosové desticky kultivovany v piipadé
IDBiotech po dobu 24 h/37 °C, kit BindingSite je kul-
tivovan 72 h pri 25 °C.

Pro méfeni hustoty byl pouzit automaticky hustomér
Densito 30PX (Mettler-Toledo, Svycarsko), index lomu byl
méfen refraktometrem DR301-95 (Kriiss, Némecko).

Pro charakteristiku vzorku mleziva byla vedle elektro-
forézy SDS-PAGE pouZzita metoda vylucovaci (size exclu-
sion) chromatografie (SEC-HPLC). Pfed nanesenim byl
7 200 uL. mleziva oddélen tuk a kasein pomoci kyselého

sraZzeni kyselinou octovou a octanem sodnym pfi pH 4,6.
Po odstfedéni a filtraci pres mikrofiltr (PVDF, pory
0,22 um) bylo 25 uL naneseno na kolonu BioSep SEC
S3000 (Phenomenex, USA). Jako mobilni faze byl pouzit
100 mM fosfétovy pufr pH 6,8 s pritokem 0,75 mL.min"
pfi 25° C. Eluované bilkoviny byly detekovany pti 280 nm.

Vysledky a diskuse

Radidlni imunodifuze

Pfi stanoveni imunoglobulind v kravském mlezivu
radidlni imunodifuzi byly na 28 vzorcich mleziva
porovnany kity dvou firem, IDBiotech a BindingSite.
Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat. Mezi prvnim
a druhym méfenim koncentrace imunoglobulint stejnych
vzorkl mleziva kitem IDBiotech se objevila pomérné
vyrazna odchylka. U tohoto kitu maji vzniklé precipitacni
kruhy malo ostré okraje, a proto mohou byt odchylky zpt-
sobené méné presnym odectem. Pfi vizudlni kontrole
agarosovych desticek byly rovnéZ vidét nerovnosti ve
struktufe gelu, které mohou ovlivnit pribéh precipitacni
reakce mezi imunoglobulinem a protilatkou. Ve srovnani
s kitem BindingSite, jsou vysledky ziskané na desti¢kéach
IDBiotech priblizné polovicni. Kit BindingSite umoziiuje
kvantifikaci imunoglobulinid s vyuzitim dvou metod. Prvni
metoda pracuje s kalibracni fadou, druha metoda vychazi
z prepocitavaci tabulky. Porovndnim hodnot ziskanych
u stejnych vzork obéma metodami nebyl objeven statisticky
vyznamny rozdil ve vysledcich. Proto pro dalsi analyzy byla
jiZ vyuzita jen metoda bez uziti kalibracni fady. Pfi opako-
vaném meéfeni nebyly odchylky mezi méfenimi statisticky
vyznamné (F a t test) na rozdil od kitu IDBiotech. Hodnoty
koncentrace imunoglobulint ve vzorcich kravského mleziva
ziskané RID jsou shrnuty v tabulce 1.

Tab. 1 Koncentrace imunoglobulind v kravském mlezivu

Median Primér s  Vyrobce kitu
IDBiotech
BingingSite

Rozpéti
21,2-93,8 | 471 485 | 18,6
18,4-2405 | 88,5 96,2 | 49,7

IgG [mg.mL "]
IgG [mg.mL"]

s - vybérova smérodatnd odchylka

Elfstrand a kol. (2002) uvadéji pramérnou hodnotu
obsahu IgG stanoveného pomoci kitu BindingSite ve vzor-
cich prvniho nadoje 90+7,1 mg.mL’. Bielmann a kol.
(2010) vyuzili rovnéZz RID pro stanoveni imunoglobulinii
a uvadéji primérny obsah 94,4 mg.mL™’, Rivero a kol.
(2012) 93,3 mg.mL"'. Hodnoty naméfené pomoci kitu
BindingSite jsou v dobré shod¢ s publikovanymi tidaji.

Stanoveni hustoty a indexu lomu

Vzhledem k tomu, Ze metoda RID je casové naroc¢na
a cena kit pomérné vysoka, byly ovérovany dalsi metody,
které by poskytly vysledky rychleji s niz§imi naklady.
Pouzity hustomér Densito 30PX byl zaptjcen jen na krat-
kou dobu, proto bylo provedeno orientacni méfeni jen
u 5 vzorku kravského a 5 vzorki koziho mleziva, kazdy byl
zméfen 2x. Kravské kolostrum mélo rozmezi koncentraci
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MLEKARSKE LISTY &. 146



VEDA, VYZKUM

1,385
1,380 y =0,0001x + 1,3562 . 5
R? = 0,8066
= 1,375 *
2 *
§ 1370 .
E » 7
H »
£ 1365
+
1,360 £
1,355 , . .
0 50 100 150 200

Koncentrace Ig G [mg.mL?]

Obr. 1 Zavislost indexu lomu na koncentraci IgG

IgG podle RID 63 az 129 mg.mL" (pro kozi mlezivo
nejsou data z RID k dispozici). Rozsah naméfenych
hustot byl 1,0516-1,0705 g.L'' pro kravské mlezivo
a 1,0301-1,0495 g.L'1 pro kozi mlezivo. Byl ziskan
pomérné vysoky koeficient determinace (0,9571; kravské
mlezivo), nebyl potvrzen vyrazné uz§i vztah k obsahu
bilkovin, ktery se uvadi v literatufe (Morin a kol., 2011).
Price s digitdlnim hustomérem je rychld a pohodlna,
v praxi se zatim Castéji uplatiiuje kolostrometr - sklenény
hustomér na mlezivo, ktery vSak vyzaduje velky objem
vzorku. Hustota mleziva je znacné zavisld na teploté,
méfeni je proto nutné provadét pri konstantni teploté.
Meéfeni bez kontroly teploty bylo jednim z dtivoda horSich
vysledkii (R’=0,469) ziskanych na velkém souboru
915 vzorku (Pritchett a kol., 1994).

Index lomu mleziva podobné jako hustota se vyznacuje
dobrou korelaci s obsahem bilkovin, respektive jejich
hlavni slozkou v mlezivu imunoglobulinii. Méfeni indexu
lomu miZe tedy slouZit jako dal$i rychla metoda pro
odhad obsahu IgG. Na obr. 1 je uvedena zavislost indexu
lomu na koncentraci IgG stanovenych RID, koeficient
determinace R® je nizsi (0,8066) nez pro hustotu, v obou
pripadech je vSak soubor vzorkti pomérné maly. Tésnéjsi
vztah byl v tomto pfipadé nalezen mezi indexem lomu
a obsahem hrubych bilkovin (R*=0,9736). Pro 5 vzorkil
byla zmétena rovnéz refrakce kyselé syrovatky pripravené
z mleziva, v tomto pripadé byl koeficient determinace
vyrazné vys$i (0,9799). Metoda vyZzaduje pouze malé
mnoZzstvi vzorku (0,25 az 1 mL), sndze se rovnéZ kompen-
zuje vliv teploty. Je vSak vhodné eliminovat vliv kaseinu
a tukovych kulicek.

SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE elektroforéza se ukéazala byt vhodnou
metodou pro kvalitativni analyzu proteinti kravského
i koziho mleziva. Spojenim profilu markeru bilkovin
(standardu) a z6n jednotlivych separovanych proteint lze
zakladni bilkoviny identifikovat. Cilem experimentu bylo
overit, zda lze intenzitu elektroforetickych zén pouZit pro
kvantitativni vyhodnoceni obsahu IgG. Vzorek kravského
mleziva se znimym obsahem IgG stanovenym RID byl
nanesen v nékolika fedénich a pouZit pro kalibraci

metody. Gely byly vyhodnoceny po naskenovani pro-
gramem SigmaGel (Jandel Scientific, Némecko). Pri
porovnani hodnot koncentrace imunoglobulint ziskanych
pomoci SDS-PAGE elektroforézy a RID (Tab. 2) je
zfejmé, Ze hodnoty koncentrace imunoglobulini se
u nékterych vzorkd znacné lisi. Divodem muZze byt napf.
rozdilné vybarveni v dusledku rizné glykosylace imu-
noglobulinu.

Tab. 2 Porovnani hodnot obsahu imunoglobulind
ziskanych SDS-PAGE metodou a RID

Vzorek SDS-PAGE RID
¢ (lg) [mg.mL"] ¢ (lg) [mg.mL"]
p S p s

60 57,49 7,10 63,13 11,30 -5,64
65 61,31 8,56 64,50 5,32 -3,19
78 76,69 4,35 132,00 50,07 -55,31
84 64,89 475 113,56 46,19 -48,67
72 70,66 8,24 54,88 3,32 15,78
81 62,17 5,52 69,13 0,66 -6,96
83 71,71 6,84 82,63 15,73 -10,92
86 105,81 4,99 240,50 NAa -134,69

p - primér, s - smérodatna odchylka

Chromatografické stanoveni imunoglobulini
Pfiklad elu¢niho profilu bilkovin syrovatky kravského
kolostra je na obr. 2. Z obr. 3 je patrna dobra korelace SE
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Obr. 2 SEC-HPLC chromatogram bilkovin syrovatky
z kravského mleziva. IgG odpovida tmavé
vyznaceny pik s elu¢nim ¢asem 9,4 min.
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Obr. 3 Korelace SE chromatografie s vysledky RID
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chromatografie s vysledky RID. Metoda vyZaduje mini-
malni mnozstvi vzorku, je pomérné rychld a umoziuje
analyzovat vétsi série vzorkd. Nevyhodou je nezbytna
investice do pfistrojového vybaveni.

Zaver

V praci bylo ovéfeno nékolik metod pro stanoveni
imunoglobulind. Standardni metodou je radidlni imunodi-
fuze, je vSak casové i z hlediska néklad naro¢na. Z metod
zaloZenych na méfeni fyzikalnich vlastnosti se jevi jako
perspektivni méfeni indexu lomu po odstranéni tuku
a kaseinu, po ovéreni na vétSim mnozstvi vzorkd by mohla
byt vhodna pro rutinni kontrolu mleziva s kratkou dobou
analyzy i minimalnimi ndklady. Pro detailn&jsi kontrolu
mleziva lze doporucit metodu SEC.

Podeékovdni:
Prace vznikla s podporou MZe, projekt ¢. OJ1210376.
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VLIV CHLADIRENSKYCH TEPLOT
NA RUST A PROTEOLYTICKOU
CINNOST MIKROORGANISMU
SYROVEHO MLEKA
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Influence of low temperature on the growth
and proteolysis of microorganisms isolated
from raw milk

Abstrakt

V této studii byl sledovan vliv nizkych teplot skladovéani na
rist mikroorganismil a nasledné vliv tohoto skladovani na
kvalitu trvanlivého mléka. U vzorkd byl sledovan celkovy
pocet mikroorganismii a v druhé fazi i obsah primarnich
aminoskupin. Pro nizky pocet testovanych mikroorganismi
a z hlediska proteolyzy je nejlepsi teplota skladovani do 4 °C
spolecné s dobou skladovani 1 den. Naopak nejhorsi teplo-
tou je teplota nad 10 °C, pfi které celkové pocty mikroor-
ganismu v prub&hu skladovani rostou.

Klicova slova: syrové mléko, chladirenské teploty, rust
mikroorganismil, proteolyza, sterilizace

Abstract

The influence of low temperature storage on the growth
of microorganisms and the influence of this storage on
quality heat treated milk were monitored in this study. Total
bacterial count and the content of primary amino groups
were determined. The best temperature for storage of raw
milk is 2 - 4 °C for 1 day. The number of microorganisms
and the content of amino groups are low. The worst tem-
perature is temperature above 10 °C, because total content
of microorganisms is growing.

Key words: raw milk, low temperature, growth of
microorganisms, proteolysis, sterilization

Uvod

Syrové mléko je po nadojeni ihned zchlazeno na cca
4 °C. Nasledné je prevezeno do mlékarny, kde vSak mtzZe
byt pfed samotnym zpracovanim nékdy i nékolik dni
skladovano. Pfi tomto skladovani vSak mohou v syrovém
mléce rust pocty specifickych mikroorganismi, napf. psy-
chrotrofni bakterie (bakterie rodu Pseudomonas,
Acinetobacter, Bacillus aj.), které predstavuji pro potra-
vinarsky prumysl problém. Béhem jejich rustu dochazi
k tvorbé tepelné stabilnich enzymdi, jako jsou proteasy
a lipasy, které nésledné zpUsobuji degradaci bilkovin
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