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Abstract

KARASOVA L., RAUCH P., FUKAL L. (1999): Construction of competitive enzyme immunoassay for determination of
o-lactalbumin and B-lacteglobulins of cow’s milk. Czech J. Food Sci., 17: 5-14.

Polyclonal antibodies were raised against three immunogens — ct-lactalbumin (LA), B-lactoglobulin A (LGA) and B (LGB). Using
these antibodies the procedures of an indirect competitive enzyme immunoassay (ELISA) were constructed, optimized and
characterized for determination of individual immunogens. It was found that ELISA of LA is very specific without any inter-
ferences of other whey proteins. However, in ELISAs of both lactoglobulins A and B were demonstrated very high interferences
of the other genetic variant (cross-reactivities 20-280% depending on antibody and immunogen). An excellent sensitivity of
ELISA for all proteins (detection limits for LA, LGA and LGB were 13, 0.4 and 54 ng/ml, respectively) makes it possible to
analyze milk samples diluted more than 1000 times, Average values of variation coefficient were in the range 16-27%. A compari-
son of whey protein determinations in raw cow’s mitk by ELISA and by capillary electrophoresis resulted in the best similarity
inresults of LA concentration. The decrease of LA, LGA and LGB concentrations was detected by usin g capillary electrophoresis
for an analysis of whey from heat-treated milk, while ELISA of the same milk sample showed the increase of LGB immunoreac-
tivity to 700%.
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Byly pfipraveny polyklonélni protilatky proti tfem imunogentim — w-laktalbuminu (LA), B-laktoglobulinu A (LGA) a B (LGB).
Za pouziti téchto protilatek byly sestaveny, optimalizovéany a charakterizovany postupy ke stanoveni jednotlivych imunogent
pomoci nepfimé kompetitivni enzymové imunoanalyzy (ELISA). ELISA pro LA se ukézala jako velice specificka bez interferenci
dalsich syrovatkovych bilkovin. Naproti tomu pfi ELISA kaZdého z laktoglobulini dochdzi k vysokym interferencim druhé
genetické varianty (kifZové reakce 20-280 % v zvislosti na protilatce a imunogenu). Vysoka citlivost viech ELISA (detekénf limit
pro LA 13 ng/ml, pro LGA 0,4 ng/ml, pro LGB 54 ng/ml) umo#fiuje analyzu vzorkd mléka s vét$im nez 1000nasobnym fedénim.
Primeérmné variaéni koeficienty stanoveni koncentrace byly 16-27 %. P¥i porovnani stanoveni jednotlivich syrovatkovych bilkovin
v syrovém mléce pomoci ELISA a kapildmi elektroforézou bylo dosaZeno nejvétsi podobnosti vysledkii u koncentrace LA.
V syrovétce z termicky oSetfeného mléka byl kapilirni elektroforézou stanoven pokles koncentraci LA, LGA i LGB, zatimco
ELISA vzorku celého mléka ukazuje na 700ndsobny nariist imunoreaktivity LGB.

Klitova slova: o-lactalbumin; B-laktoglobulin; syrovatkové bilkoviny; ELISA

a-laktalbumin (LA) a B-laktoglobulin (LG) pfedstavuji  a jeho relativni molekulové hmotnost je 14 200. Hovézi
hlavni bilkovinné sloZky syrovatky (okolo 23 % a 54 %  B-laktoglobulin se vyskytuje v mléce jako smés genetic-
celkovych bilkovin syrovatky). Jejich primérné koncent-  kych variant A aB (LGA a LGB). Tyto varianty se od sebe
race v kravském mléce je 1,2 g/kg (LA) a 3,2 g/kg (LG).  lidi v aminokyselinové sekvenci 162 aminokyselin pouze
Polypeptidovy fetézec LA je sloZen ze 123 aminokyselin  ve dvou pozicich. Relativni molekulov4 hmotnost je 18 400.

*Tato prace byla podporovana v ramei projektu GACR 525/96/0438.
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S pozadavkem na stanoveni koncentrace syrovétkovych
bilkovin se setkdvame v Fadé p¥ipadi napf. pfi sledovani
vykyvii koncentrace v mléce v zavislosti na plemeni, ro¢-
ni dob& apod.; sledovani zmé&ny koncentrace v syrovétce
z termicky o$etfeného mléka; prokazovani pfidavku krav-
ského mléka do ovéiho a koziho mléka; sledovéani aler-
gennich bilkovin v détské a kojenecké mlétné vyzive;
kontrole obsahu syrovéitky v masnych a pekarenskych
vyrobcich apod. Pomérné jednoduché je stanoveni kon-
centrace sumy syrovéatkovych bilkovin v mléce. Spociva
ve vysraZeni kaseinové frakce, separace syrovatky a na-
sledném nespecifickém stanoven{ celkovych bilkovin
v roztoku. Komplikovangjii je situace, pokud je ukolem
zjistit obsah jednotlivych bilkovin nebo obsah syrovatky
kravského miéka ve vzorcich potravin. Pak je nezbytné
jednotlivé bilkoviny nejprve separovat a identifikovat.
K separaci se pouZivaji metody chromatograficke (AN-
DREWS et al. 1985; GIRARDET et al. 1989; LAW et al. 1993)
nebo elektroforetické (KM, JIMENEZ-FLORES 1994; ZHU,
DAMODARAN 1994).

Pokud ke stanoveni aplikujeme specifickou protilatku
proti konkrétni bilkoving, je moZné se vyhnout uvedenym
separa¢nim technikdm (LEVIEUX, VENIEN 1994; DEMEU-
LEMESTER ef al. 1991; MAKINEN-KILJUNEN, PALOSUO
1992). Imunochemické metody tak pfedstavuji vyhodnou
moznost feSeni tohoto problému.

Analyticky sloZit&jsi je sledovéani zmén struktury syro-
vatkovych bilkovin béhem procedur, které modifikuji funké-
ni a alergenni vlastnosti syrovétky (pisobeni tepla, tlaku,
pH, proteolytickych enzymi). K tomuto Gi¢elu byly pouZi-
vany pfedeviim fyzikalni techniky jako kalorimetrie
(RUEGG et al. 1977), méfeni povrchové hydrofobicity (IBRA-
HIM et al. 1993), fluorescenéni spekiroskopie (JEYRAJAH,
ALLEN 1994), cirkuldrni dichroismus (MATSUURA, MAN-
NING 1994) nebo infragervena spektroskopie (BOYE et al.
1997). Vétsinu z téchto metod lze aplikovat pouze pro
modelové roztoky jedné bilkoviny.

Imunochemické metody se ukazuji také v tomto piipadé
jako vyhodnd alternativa (ENA et al. 1995; LALIGANT et
al. 1995). Specifické protilatky reaguji pouze s pfisluSnou
bilkovinou a umoziiuji tak analyzovat zmény jeji struktury
iv tak pestré smési bilkovin jako je mléko nebo syrovatka.

Abychom v plénovaném vyzkumu sledovéani syro-
vatkovych bilkovin b&hem tepelného a proteolytického
oetfeni mléka disponovali pfisluinou imunochemickou
technikou, bylo cilem této prace sestavit, optimalizovat
a charakterizovat metodu nepfimé kompetitivni enzymo-
vé imunoanalyzy (ELISA) pro stanoveni LA aLG.

MATERIAL A METODY

Standardy syrovatkovych bilkovin byly ziskény od fir-
my Sigma Chemical Company, St. Louis, USA (o.-laktal-
bumin kat. &. L-6010, B-laktoglobulin A kat. ¢. L-7880,
B-laktoglobulin B kat. & L-8005). Od stejné firmy pochazely
i o-fenylendiamin, Tween-20 a protein A. Hovézi sérovy

albumin byl od firmy Imuna Sarigské Michal'any, Sloven-
sk republika. Zelatina byla ziskéna od fy od Fluka AG,
SRN. Konjugét peroxidasy s ,,druhymi* protilatkami (pra-
setimi imunoglobuliny proti krali¢im imunoglobulintim) byl
od firmy Sevapharma, Praha (v katalogu oznagovan jako
SwAR/Px; koncentrace imunoglobulint 8,1 mg/ml, molar-
ni pom?r peroxidasa/imunoglobulin byl 1,15). Ostatni che-
mikalie byly z firmy Lachema Brno. Polystyrenové
mikrotitraéni desti¢ky (8 x 12 jamek s vypouklym dnem)
byly ziskany od Sesti riznych vyrobeii (A-F): Nerbe Plus
(Winsen/Luhe, SRN), Corning Costar (New York, USA),
Kartell (Binasco, Italie), Nunc A/S (Déansko), Labsystems
OY (Helsinky, Finsko), GAMA, a.s., (Ceské Budgjovice,
Ceska republika) a Koh-i-noor Hardtmuth (Ceské Budgjo-
vice, Cesk4 republika).

Roztoky

0,1M PBS (Phosphate Buffered Saline) — 80 g NaCl,
29 gNa HPO,.12H,0, 2 g KH,PO,, 2 g KCI, 1 000 ml de-
ionizované vody, pH upraveno na 7,4,

Promyvaci roztok PBS-Tw -1 000 ml 0,01M PBS, 0,5 ml
Tween-20.

Redici roztok pro antigeny, vzorky, protildtky a kon-
Jjugdt (PBS-Tw s 1% Zelatinou) — 1 000 ml 0,01M PBS,
0,5 ml Tween-20, 10 g Zelatina.

0,05M Karbondt-bikarbondtovy pufr (vazebny) pH 9,6
-1,59gNa,C0,,2,93 g NaHCO,, 1 000 ml deionizované
vody.

0,1M Citrdt-fosfitovy pufr pH 5,0 — 29,4 g citranu sod-
ného bezvodého, 1 000 ml deionizované vody, pH roztoku
upraveno koncentrovanou kyselinou fosfore¢nou na hod-
notu 5,0.

Substrdtovy roztok pro peroxidasu - 50 mg o-fenylen-
diaminu, 100 ml 0,1M citrit-fosfatového pufru, 100 pl 30%
peroxidu vodiku.

Produkce polyklonalnich antisér

Antiséra proti syrovatkovym bilkovindm byla ziskana
imunizaci kralikt podle schéma uvedeného v tab. 1. Jeli-
koz 48 dnii po prvni imunizaci subkutanni injekci imuno-
genti vykazovala séra velmi nizky titr (pfiblizné 1 : 1 000),
bylo nutné pfi dal3i imunizaci pouzit intramuskulérni in-
jekci s adjuvans obsahujicim hydroxid hlinity. Posledni
davka imunogenii byla aplikovéana intravenézné. Titr an-
tisér byl 1 : 1 000 000.

Polyklonalni antiséra byla pfipravena proti tfem imuno-
gentim: o-laktalbuminu (LA), B-laktoglobulinu A (LGA)
a B-laktoglobulinu B (LGB). Kazdy z uvedenych imuno-
geni byl aplikovén dvéma kralikim.

Postup stanovent titru antisér metodou koncového bodu
byl shodny s postupem nep¥imé kompetitivni ELISA pou-
ze s tim rozdilem, Ze nebyl aplikovén roztok imunogenu do
kompetice a do jednotlivych jamek byl pipetovan roztok
antiséra rizného fedéni.

Titr antiséra je vyjadien tou hodnotou fedéni antiséra,
u kterého je ziskana absorbance 2,1krat vy33i neZ absor-
bance jamek s nulovym obsahem antiséra.
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Tab. 1. Postup imunizace — Immunization procedure

Den'  Postup’

L. subkutanni injekee 100 pg antigenu v 0,5 ml PBS spolu s 0,5 ml kompletniho Freundova adjuvans (CFA)?
3s. subkutanni injekce 100 pg antigenu v 0,5 ml PBS spolu s 0,5 ml nekompletniho Freundova adjuvans (IFA)*
48. uréeni titru protilatek®
58. intramuskuldrni injekce 200 pg antigenu v 200 pl PBS spolu s 800 pl AL-SPAIN-OIL adjuvans®
12 intravendzni injekce 100 pg antigenu v PBS”

82. uréeni titru protilatek, vykrveni kralika®

'day; Zprocedure; *subcutancous injection of 100 pg antigen in 0.5 ml PBS and of 0.5 ml complete Freund adjuvant (CFA); 4subcutancous
injection of 100 pg antigen in 0.5 ml PBS and of 0.5 ml incomplete Freund adjuvant (IFA); *determination of antibody titre;
Sintramuscular injection of 200 pg antigen in 200 pl PBS and of 800 pl of AL-SPAIN-OIL adjuvans; ’intravenous injection of 100 pg

antigen in PBS; ®determination of antibody titre, rabbit bleeding

Izolace imunoglobulinové frakce z antisér

Imunoglobulinové frakce kazdého antiséra byla izolo-
véna a purifikovéna na koloné Prosep A obsahujici pro-
tein A. Frakce obsahuyic protilatky proti LA byly oznageny
PLLA11aPLLA12 a obdobng protilatky proti LGA a LGB
byly ozna¢eny PLLGA21 aPLL.GA22, PLLGB31 a PLLGB32.
V3echny uvedené protilatky byly uchovévany jako mra-
zovy subliméat, Zakladni roztok protilatky o fedéni 1 : 100
byl pro experimenty pfipravovan rozpuiténim 0,1 mg sub-
limatu v 1 ml PBS.

Nepiima kompetitivni ELISA

Imobilizace imunogenu na povrch jamek mikrotitraéni
desticky

Zasobni roztok imunogenu byl vhodng nated®n v 0,05M
karbonat-bikarbonatovém pufru (pH 9,6) a pipetovan do
jamek mikrotitraéni destiky v mnozstvi 200 pl/ jamka. Imo-
bilizace probihala 18 h pfi4 °C.
Aplikace kompetujicich sloZek

Roztok imunogenu byl odstranén a jamky byly &tyfikrat
promyty 200 pl PBS-Tw. Poté bylo do jamek aplikovano
po 50 pl roztoku imunogenu v PBS-Tw (s 1% Zelatinou)
a 50 pl vhodné nafedéné protilatky (fedéno PBS-Tw + 1%
Zelatina). Inkubace trvala 1 h a probihala za mimého tfepa-
nipi137°C.
Aplikace konjugdtu praseéich protildtek proti krdliéim Ig
s kFenovou peroxidasou

Nenavazané slozky byly z jamek odstran&ny &tyfikrat
opakovanym promytim 200 ul PBS-Tw. Do jamek bylo pi-
petovéano 100 pl konjugatu SwAR/Px fedéného v PBS-Tw
+ 1% Zelatina v poméru 1 : 4 000. Inkubace trvala opét 1 h
pfi37 °C a probihala za mirného tfepani.
Aplikace substrdtu pro peroxidasu

Nenavazany konjugat byl odstranén promytim jamek
mikrotitratni desky 4 x 200 pl PBS-Tw. Substréat byl pipe-

tovan v mnozstvi 100 pl/jamka a inkubovan 15 min za mir-
ného tiepani pii 37 °C.

Zastaveni enzymové reakce

Enzymova reakce byla zastavena pfidavkem 50 pl 2M
H,SO,.
MeéFent absorbance

Absorbance reakéni smési byla méfena ptimo v jamkach
mikrotitracni desticky pii vinové délce 492 nm proti slepé-
mu vzorku (proti jamce Al naplnéné 150 pl destilované
vody) na pfistroji Labsystems Multiscan MCC/340.

Testovini sorpénich vlastnosti destiek

Postup se do zna¢né miry shodoval s postupem nepii-
mé kompetitivni ELISA. Rozdil byl v tom, Ze v jednotli-
vych sloupcich jamek na mikrotitraéni desti¢ce byly pro
imobilizaci imunogenu pouZity roztoky lifici se mezi se-
bou v hodnoté koncentrace imunogenu. Proti postupu
ELISA nebyl v dalsim kroku pipetovan do imunochemic-
ké interakce roztok imunogenu, ale pouze roztok ,,prvni‘
protilatky.

Vyhodnoceni vysledki

Kalibra¢ni kiivky byly programem Enzfitter prokladany
pomoci ¢tyfparametrové regresni funkce:

D-C

=B 1+exp(-2*(a+B*x)) 1]

kde: C - dolni asymptota kiivky
D - horni asymptota
o — charakterizuje posun linearni &asti sigmoidnf kfivky
v systému soufadnic
B — charakterizuje sklon linedrni &asti sigmoidni k¥ivky
x — dekadicky logaritmus koncentrace antigenu
A — absorbance pfi 492 nm

Pfi vypodtu koncentrace antigenu (c) ze znamé hodno-
ty absorbance byla uZivana rovnice:
(D-4)
"(4-0)
—_—t -
(-2) [2]
p

loge=
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Pro stanoveni hodnoty I (tj. koncentrace antigenu,
kterd zpisobuje 50% inhibici interakce mezi latkou imobi-
lizovanou na povrchu jamek a mezi pouZitou protilatkou)
byla uréena hodnota A :

(C+ D)
Rk [3]
2
alog L, vypocten z rovnice [2], pfiCemZ A bylo nahraze-
no Ag.

Pro vypodet smérnice linedrni oblasti kalibraéni kiivky
k bylo pouzito rovnice:
_ A4
- log c; —logc,
kde: 4, =Agx 125

A=A % 085

¢, a ¢, dopotteny z rovnice [2]

[4]

Detekéni limit byl stanoven jako koncentrace odpovi-
dajici hodnoté absorbance 0,85 x D.

Vhodnoceni kifiovych interakci
Redici fady imunogenu a antigend, u kterych byly zji3-
tovény jejich kiizové interakce s protildtkami proti imu-
nogenu, byly pipetovany do jamek mikrotitra¢ni desticky
s predem imobilizovanym imunogenem. Pro kazdou pou-
Zitou koncentraci byla vypoctena relativni absorbance (t].
pomér primérné absorbance odpovidajici uréité koncent-
raci imunogenu nebo antigenu a priimérné absorbance sle-
pého vzorku bez téchto reaktanttl). Poté byly vypocteny
hodnoty I, pro imunogen a vSechny testované antige-
ny (I,,) a kiiZzové interakce byly vypocteny ze vztahu:
87 TSl . _ Isoi 3]
% kiiZzovych interakei = —=*100
50a

Analyza vzorkt mléka

Vzorky syrového mléka byly fedény v PBS-Tw + 1%
zelatina a aplikovéany do procedury ELISA misto standar-
du imunogenu. Vypocet koncentrace pfisludné bilkoviny
byl proveden z toho fedéni, pro které platilo, Ze naméfena
hodnota absorbance je nejblize hodnot& A pro pfislus-
nou kalibraéni kfivku.

Kapilami elektroforézou byly stanoveny koncentrace
jednotlivych syrovatkovych bilkovin v mléce podle prace
CURDA et al. (1997), pouze misto pracovniho fosfatového
pufru s pH 2,5 byl pouZit boratovy pufr o pH 8,9. Tim bylo
dosazeno rozdéleni LGA a LGB.

L I-Lud-

¥ = antigcn] Y ... protilitka proti :mngenu2

VYSLEDKY A DISKUSE

Metoda neptimé kompetitivni enzymové imunoanalyzy
(ELISA) pouziva obecné platné uspofadani analytické
procedury (obr. 1). Nejprve jsou potaZeny stény jamek na
mikrotitraénich desti¢kach standardem stanovované lat-
ky (antigenem, ktery byl sou¢asné imunogenem), potom
je do jamek napipetovana protilatka proti stanovované-
mu analytu (tzv. ,,prvni” protilatka) a analyzovany vzo-
rek s analytem. Po ustaveni rovnovahy a vymyti viech
reak¢nich sloZek nefixovanych na sténu jamky je pfidan
piebytek konjugatu enzymu s tzv. ,,druhou” protilatkou
(protilatka proti ,,prvni” protilatce). Finalné kvantifiko-
vand aktivita enzymu, ktery je zprostfedkované fixovan
na jamku desti¢ky, je pak pfimo umé&rmd mnoZstvi ,,druhé*
atimi,prvni® protilatky fixované na jamku, a tudiZ nepii-
mo umeérna koncentraci analytu ve vzorku.

Citlivost a specifitu popsané procedury ovliviiuje kom-
binace celé fady faktort jako jsou napi. sorpéni vlastnos-
ti desti¢ek, koncentrace standardu analytu v potahovacim
roztoku, afinita a specifita ,,prvni* protilatky a jeji koncen-
trace v systému.

Vybér typu mikrotitraéni desti¢ky

Byly testovany sorpéni vlastnosti celkem 3esti typh
mikrotitraénich polystyrenovych desticek od riznych vy-
robet (A az F). VSechny desticky umoziiovaly pouze ne-
kovalentni interakei s bilkovinou. Testovanymi bilkovinami
byly LA a LGB. Z obr. 2 a 3 jsou patrny znacné rozdily
nejen mezi destickami, ale také mezi sorpci LA a LGB na
jeden typ desti¢ky. Z hlediska sorpénich vlastnosti desti-
ek, jejich ceny a ceny standardil bilkovin k potahovani
(LA, LG) byla pro viechny nésledujici experimenty vy-
bréna desti¢ka od vyrobce oznageného symbolem ,,.B“.

Vybér koncentraci imunoreagencii pro ELISA

Pro kazdy ze sledovanych antigen®l (LA, LGA, LGB)
byly zjiitény hodnoty vhodnych koncentraci v potaho-
vacim roztoku ve spojitosti s konkrétni koncentraci pfi-
slu¥né protilatky. Aplikovany experiment piedstavoval
proceduru prezentované metody ELISA bez pfidévani roz-
toku antigenu do kompetice. Jednotlivé fadky a sloupce
jamek na destickéch se liily koncentraci ,,prvni“ protiltky
a koncentraci antigenu (tab. 2). Naméfené hodnoty ab-
sorbanci odpovidaji parametru D v rovnici [1] (horni asym-
ptota kalibra¢ni kiivky).

Pouzitelné pro experimenty ELISA jsou takové dvojice
hodnot koncentraci uvedenych imunoreagencii, které

‘antigen; ‘antibody against
antigens; *antibody against;
‘labelled by enzyme

TE w protildtka pmuaT znadend enzymem 4

Obr. 1. Schéma nepfimé kompetitivni ELISA - Diagram of indirect competitive ELISA
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logc (ng/ml)

Obr. 2. Vliv druhu mikrotitraéni desti¢ky (A—F) a koncentrace o-laktalbuminu v potahovacim roztoku (¢) na intenzitu sorpce
c-laktalbuminu na sténu mikrotitraéni desti¢ky. Protilatka PLLA12 byla fedéna 1 : 9 600 — The effect of the microtitration plate
type (A-F) and o-lactalbumin concentration in coating solution (¢) on the intensity of oi-lactalbumin sorption to the microtitration

plate wall. The antibody PLLA12 was diluted at 1 : 9 600

2
log ¢ [ng/m]

2,5 3 3.5 4

Obr. 3. Vliv druhu mikrotitragni destitky (A-F) a koncentrace B-laktoglobulinu v potahovacim roztoku (c) na intenzitu sorpce
B-laktoglobulinu na st&nu mikrotitraéni desti¢ky. Protilatka PLLGB32 bylafedéna 1 : 9 600 — The effect of the microtitration plate
type (A-F) and B-lactoglobulin concentration in coating solution (c) on the intensity of B-lactoglobulin sorption to the microtitration

plate wall. The antibody PLLGB32 was diluted at 1 : 9 600

poskytnou absorbanci vy3si nez 0,5. Aviak jako vhodné
lze povaZzovat jen ty, pii kterych je dosaZeno absorbance
v rozpéti hodnot 1,0 az 2,0. Jednotlivé kalibraéni kiivky
pro LGB pfi riznych pouzitelnych kombinacich dvojice

testovanych hodnot se 1i8i (tab. 3, 4 a obr. 4, 5). Je ziejmé,
7e &im je koncentrovanéj$i protilatka, tim se dosahne vys-
§i hodnoty horni asymptoty kalibraéni kfivky, vetsi str-
mosti linedrni &asti, ale hordi hodnoty I, (strmé East kiivky
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Tab. 2. Uvodni optimalizace koncentrace antigenu v potahovacim roztoku a fedéni protilatky v procedute ELISA bez pritomnosti
kompetujiciho antigenu (dokumentace experimentu na mikrotitratni destiéce 12 x 8 jamek) — Initial optimization of antigen
concentration in coating solution and antibody dilution in ELISA technique with absence of competitive antigen (experiment
documentation in a microtitration plate with 12 x 8 wells)

Redéni protilatky' Hodnoty absorbance pfi riiznych koncentracich LA v potahovacim roztoku® (pg/ml)

PLLA 12 0 0,0032 0,0016 0,08 0,4 2

*PBS-Tw-2 0,000 0,023 0,033 0,031 0,036 0025 0,031 0,037 0036 0,039 0,029 0,037
1: 256 000 0,019 0,024 0,022 0,018 0,022 0,019 0049 0,052 0063 0,073 0,131 0,133
1: 64 000 0,048 0,028 0,039 0,032 0041 0051 0,127 0,129 0232 0229 0,246 0,251
1: 16 000 0,042 0,023 0,039 0044 0,110 0,113 0463 0451 0,696 0,691 0,770 0,846
1: 4 000 0,056 0,017 0,089 0,095 0319 0,327 0971 0,955 o722 1912 2111 2,063
1: 1 000 0,054 0,041 0,206 0218 0,692 0,663 2,354 2,39] 3,548 3473 3,660 3,657
1:250 0,085 0,066 0,650 0,610 2,068 1,848 3,569 3,567 3,635 3,511 3,810 3,568
*PBS-Tw-2 0,036 0,030 0,034 0,029 0,038 0,036 0,034 0,041 0,025 0,036 0,034 0,032

*V téchto fadcich byl do jamek pipetovan misto roztoku protilatek pufr obsahujici Tween a Zelatinu — Buffer containing Tween and ge-
latin was pipetted into wells instead of antibody solution in these rows

lantibody dilution; 2absorbance values at various LA concentrations in coating solution (pg/ml)

Aggz
T ——— 1:14 000
e —~==1:7000
\\ ------- 1:3 500
25 1+ \-\ ————— 1:1750
\\
A
\\
\.
2 + 1
................ A\
- ~\‘
\n
4 .
1,5 &
|4
0.5 +
0 4 f
) 3 4 5 6 ) 8 9 i0 11

log ¢ [pg/ml]

Obr. 4. Kalibraéni kiivky kompetitivni ELISA pro B-laktoglobulin pfi riiznych fedénich protilatky PLLGB31 (viz legenda v obrazku).
Koncentrace B-laktoglobulinu v potahovacim roztoku je vidy 0,1 pg/ml — Calibration curves of competitive ELISA for
B-lactoglobulin at various dilutions of the antibody PLLGB31 (see the legend to the figure). B-lactoglobulin concentration in
coating solution is 0.1 pg/ml in all cases
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Tab. 3. Parametry kalibra¢nich kiivek ELISA pro LGB za pouZiti protilitky PLLGB31 — Parameters of ELISA calibration curves

for LGB for the use of antibody PLLGB31

Parametry kalibraéni kfivky’

Koncentrace LGB Redéni protilatky®

v potahovacim roztoku' [pg/ml] PLLGRB31 D Ly, [pg/ml) k

0,4 1: 14 000 1,07 10,26 —0,41
1: 7000 2,01 16,46 -0,91
1:3 500 3,41 20,66 -1,44
1: 1750 3,68 58,39 D55

0,1 1: 14 000 0,75 0,89 -0,19
1: 7000 1,25 1,74 -0,34
1:3 500 1,88 1,95 -0,52
1: 1750 3,07 3,90 -1,08

0,025 1: 14 000 0,4 0,1 -0,07
1: 7000 0,52 0,88 -0,14
1:3500 1,30 0,24 -0,25
1: 1750 1,65 1,51 -0,49

'LGB concentration in coating solution; Zantibody dilution; 3calibration curve parameters

Tab. 4. Parametry kalibraénich kiivek ELISA pro LGB za pouziti protilitky PLLGB32 — Parameters of ELISA calibration curves

for LGB for the use of antibody PLLGB32

Parametry kalibragni k¥ivky®

Koncentrace LGB Redéni protilatky?

v potahovacim roztoku' [pg/ml] PLLGB32 D I [pg/mli] k

0,4 1: 4 000 115 7,41 -0,46
1: 2000 2,06 8,88 -0,91
1: 1000 3,40 14,37 -1,80
1:500 351 38,07 ~-2,83

0,1 1: 4 000 0,64 135 -0,19
1: 2 000 1,10 2,52 0,37
1: 1000 2,03 2,55 -0,75
1: 500 3,42 3,39 —1,26

0,025 1:4 000 0,40 0,56 0,11
1: 2 000 0,60 2,19 -0,23
1: 1000 1,03 2,92 0,42
1: 500 1,74 3,90 -0,74

'LGB concentration in coating solution; Zantibody dilution; *calibration curve parameters

Jje posunuta vice doprava). TotéZ plati o vlivu koncentra-
ce imunogenu v potahovacim roztoku na hodnoty horni
asymptoty, smérnice strmé ¢asti kifivky a I i

Parametry optimalizovanych kalibraénich kfivek

Vyse popsanym postupem byla zjisténa pro kazdou tes-
tovanou syrovatkovou bilkovinu a odpovidajici protilat-

ku dvojice hodnot koncentraci, kterd poskytne nejvhod-
néjsi parametry kalibraéni kfivky ELISA (tab. 5).

Za téchto optimalizovanych koncentraci imunoreagen-
cii byla testovéna specifita jednotlivych protilatek. Jak je
ziejmé z vysledki uvedenych v tab. 6, protilatky proti LA
nereaguji s laktoglobuliny, ani s hovézim sérovym albumi-
nem (BSA). Taktéz protilatky proti laktoglobuliniim nerea-
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Obr. 5. Kalibraéni kiivky kompetitivni ELISA pro B-laktoglobulin pfi riiznych koncentracich B-laktoglobulinu v potahovacim
roztoku (pg/ml; viz legenda v obrazku). Protilatka PLLGB31 je fedéna 1 : 7 000 — Calibration curves of competitive ELISA for
B-lactoglobulin at various concentrations of f§ -lactoglobulin in coating solution (pg/ml; see the legend to the figure). The antibody
PLLGB3l is diluted at 1 : 7 000

Tab. 5. Charakteristika vybrangch kalibraénich k¥ivek ELISA — Characteristics of some ELISA calibration curves

Parametry kalibra¢nich kiivek’

Potahovaci Koncentrace antigenu
i kompetujici v potahovacim roztoku® Redéni D Ly k  detekéni limit®
antigen’ [pg/ml] Protilatka® protilatky* [pg/mi] [ng/ml]
LA 0,4 PLLA 11 1: 14 000 1,44 0,12 -0,65 13,78
0,4 PLLA 12 1: 4 000 1,80 0,10 -0,81 1233
LGA 0,08 PLLGA 21 1: 1 500 1,04 0,67 -0,22 5,58
0,08 PLLGA 22 1: 8 000 1,29 0,05 -0,25 0,32
LGB 0,025 PLLGB 31 1:1750 1,65 1,51 -0,49 53,79
0,1 PLLGB 32 1: 1000 2,03 2,55 -0,75 184,90

!coating and competitive antigen; Zantigen concentration in coating solution; 3antibody; “antibody dilution; Scalibration curve para-
meters; ®detection limit

Tab. 6. Kizové reakce - relativni imunoreaktivita testovanych proteindl s konkrétni protilatkou — Cross reactions — relative
immunoreactivity of tested proteins with specific antibody

Kii%ové reakce [%] pro protein®

Antigen

v potahovacim roztoku'  Protilatka’ LA LGA LGB BSA

LA PLLA 11 100 <0,01 <0,01 <0,01
PLLA 12 100 <0,01 <0,01 <0,01

LGA PLLGA 21 <0,1 100 20 <0,
PLLGA 22 <0,1 100 66 <0,1

LGB PLLGB 31 <0,1 282 100 <0,1
PLLGB 32 <0, 245 100 <0,1

lantigen in coating solution; %antibody; 3cross reaction for protein

12
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guji s LA ani s BSA, ale do znaéné miry interaguji
1 s druhou genetickou variantou LG, neZ se kterou bylo
imunizovano. Je to vysvétlitelné skutednosti, 7e genetic-
ké varianta LGA a LGB se ve svych polypeptidovych
fetézcich li8i pouze ve dvou aminokyselinach. Pro imuno-
chemické stanoveni to znamené, Ze pomoci t&chto protila-
tek nelze odlidit LGA a LGB.

Dile byl pro viechny kalibraéni kiivky ELISA syrovat-
kovych bilkovin zji§tén varia&ni koeficient pro deset sta-
noveni stejné koncentrace. Jeho priiméma hodnota se
pohybovala od 16 do 27 %.

Analyzy vzorki mléka

Vypracované a charakterizované ELISA metody byly
pouzity ke stanovent jednotlivych bilkovin v primyslovych
vzorcich mléka. Pro porovnani byly vzorky analyzovany
také pomoci kapilarni elektroforézy. Nejvétsi podobnosti
mezi ob&ma metodami bylo dosaZeno u stanoveni LA
v syrovém nezahfivaném mléce (tab. 7). Vy$§ hodnoty
koncentrace LGA a LGB stanovené pomoci ELISA ve srov-
nani s vysledky elektroforézy pro syrové mléko lze vy-
svétlit tim, Ze jak protilatka proti LGA, tak proti LGB reaguje
do vysoké miry i s druhou genetickou variantou LG.

Vysledky stanoveni bilkovin v tepelné o$etieném mlé-
ce byly ovlivnény nékolika skutecnostmi. P¥i ELISA je do
reakce pipetovano fedéné mléko, zatimco pii elektroforéze
se analyzuje syrovétka, kterd jiz oviem neobsahuje tepel-
né denaturované syrovatkové bilkoviny, které se sorbo-
valy na kasein a spole¢né se s nim vysréZely pii piipravé
syrovatky. Elektroforeticky jsou stanovovany koncentra-
ce jednotlivych rozpustnych bilkovin v syrovatce, zatim-
co imunochemicky je zji§tovana celkové imunoreaktivita
(vyjadiend pomoci kalibraéni kiivky jako koncentrace) viech

Tab. 7. Stanoveni syrovatkovych bilkovin v mléce pomoci ELISA
a kapilarni elektroforézy®— Determination of whey proteins in
milk by ELISA and capillary electrophoresis®

Koncentrace bilkovin v syrovém®/za-
hifvaném® mléce stanovené metodou®

Stanovovana

bilkovina' ELISA kapilarni elektroforéza®
LA (/1) 1,6/1,1 1,3/0,8

LGA (g/) 2,8/Nd 1,9/0,2

LGB (g/l) 4,4/3 100 1,5/0,3

“Kapilarni elektroforézou byly stanoveny koncentrace bilkovin
v syrovitce piipravené ze vzork mléka a hodnoty piepogitiny
na objem mléka — Protein concentrations in whey made of milk
samples were determined by capillary clectrophoresis and the
values were calculated as milk volume

°Tepelné neosetfené mléko pred zpracovénim v mlékarnd —Milk
not treated thermally before processing in a dairy

“Komeréné produkované odstfedéné mléko zahiaté 20 s na 85 °C
— Commercially produced skim milk warmed for 25 s to 85 °C
dNestanovovino — Not determined

‘protein determination; Yprotein concentration in raw®/warmed®
milk determined by the method; *capillary electrophoresis

molekul konkrétni bilkoviny (nativnich i rizné tepeln& mo-
difikovanych) v mléce. Pfesto byl ob&ma metodami zazna-
menan podobny pokles koncentrace LA pfi zaht4ti mléka.

Rozdilnost charakteru monitorované velidiny pouzity-
mi metodami se plné projevila pfi stanoveni LGB. Z4hfe-
vem jisté nedo$lo k vice nez 700ndsobnému zvy3eni
koncentrace této bilkoviny v mléce, ale jeji tepelna dena-
turace zplisobila takové zmény v prostorové struktuie
molekuly, které mély shodou okolnosti za nasledek ob-
rovské zvySeni imunoreaktivity.

JelikoZ by vyrazné zm&ny v imunoreaktivité syrovatko-
vych bilkovin béhem zédhfevu mléka mohly byt vyuZity pii
rozliSeni riznych stupiid termického ofetieni mléka, bude
Jjim vénovéna $irsi pozornost v dal§ich experimentech.
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