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ALLERGENIC PROTEINS IN SHEEP MILK.

Lenka Ruprichova, Michaela Drackova, Ivana Borkovcovd, Lenka Vorlova

ABSTRACT

The aim of the work was to determine allergenic proteins in sheep milk by RP-HPLC method. Forty samples of sheep milk
were analyzed. The sheep were mainly Lacaune breed. The minor breeds were Improved Wallachian and East Friesian
sheep. The samples of milk were collected from sheep farm in Zlin Region in period from May to June 2010. We analyzed
major allergenic proteins among which caseins, a-lactalbumin and B-lactoglobulin belong. Content of caseins and whey
proteins is different depending on the type of milk and their genetic variations are also various. This variability is
determined not only by species of milk producing animal, but also by breed. The composition and allergenic properties of
sheep, goat's and cow's milk are also different. The sheep milk contained 13.23 % of a-lactalbumin and 86.77 % of -
lactoglobulin from total whey proteins. Casein in sheep milk were represent in amounts; ag;-casein 23.26 %, agy-Casein
3.63 %, B-casein 42.15 %, x-casein 30.96 % from total caseins.
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UVOD

V ov¢im mléce miizeme najit Sest hlavnich proteint: a-
laktalbumin (LA), B-laktoglobulin (LG), as;-kasein (ois;-
CN), asp-kasein (0g-CN), B-kasein (B-CN) a x-kasein
(x-CN) (Park, Haenlein, 2006), které patii zaroven mezi
hlavni alergenni bilkoviny (Monaci et al., 2006).
Nejvétsi zastoupeni maji kaseiny, které tvoii 80 %
celkovych mléénych bilkovin (Park, Haenlein, 2006).
Méné jsou v mléce zastoupeny syrovatkové bilkoviny,
které tvofti piiblizné 20 % (Ng-Kwai-Hang et al., 2003).
Za alergeny snejvétsim alergennim potenciadlem jsou
povazovany ag;-kasein a B-laktoglobulin (Monaci et al.,
2006).

V riznych druzich mléka se 1isi nejen obsah kaseinti
a syrovatkovych bilkovin, ale také jejich geneticka
variace. Park, Haenlein (2006) uvadi, ze u jiz
zminénych syrovatkovych bilkovin a kaseini bylo
nalezeno 19 riznych genetickych variaci. Geneticky
polymorfismus mléénych bilkovin ma velky vyznam,
nejen protoze ovliviiuje produkei, slozeni a kvalitu mléka
(Amigo et al., 2000), ale je dulezity také ve smyslu
prevence alergii na mléko, kterd zavisi predevSim na
odstranéni vSech potravinaiskych vyrobkt obsahujicich
mléko z diety (Monaci et al., 2006).

K dosazeni tohoto cile, je dilezité znat obsah alergenti
v mléce a nasledné i potravinaiskych vyrobcich. Cilem
této prace je stanoveni obsahu jednotlivych kaseint (og;-
kasein, agp-kasein, [-kasein, «x-kasein) a hlavnich
syrovatkovych  bilkovin  (B-laktoglobulin a a-
laktalbumin) jako potencidlnich alergenti v ovéim mléce
metodou  RP-HPLC  (vysokou¢inné  kapalinové
chromatografie s reverzni fazi).

MATERIAL A METODIKA

Vzorky:

Vzorky ovCiho mléka byly odebirdny z ovéi farmy
Zlinského kraje Ceské republiky v Easovém rozmezi od
2. 5. 2010 do 15. 6. 2010. Nejvice bylo zastoupeno
mlécéné plemeno lacaune, méné pak zuslechtila valaska
a vychodofriské plemeno.

Vzorky zchlazené na teplotu 4-6 °C byly transportovany
tak, aby nedoslo ke zvyseni jejich teploty na vice nez 8
°C. Po pfijmu do laboratofe byly vzorky zmraZeny na

-18 °C a pfi této teploté skladovany do doby analyzy.
Kaseiny byly izolovany a nasledné lyofilizovany (Lopez—
Fandifio et al., 1993) pomoci lyofilizatoru Lyovac GT 2
(Amsco/Finn-Aqua, Finland).

Chemikalie:

Acetonitril, dichlormethan a 2-merkaptoethanol (Merck,
Némecko), kyselina trifluoroctova a standardy os-casein, p-
casein, k-casein, a-laktalbumin a B-laktoglobulin (Sigma
Aldrich, Némecko), kyselina octova (Penta, CR), Tris
(hydroxymethyl)-aminomethan  (Bio-Rad  Laboratories,
Richmond, CA).

Ptiprava vzorkd:
Ov¢i mléko bylo odstredéno (3000 otacek/15 minut),

z povrchu byl odebran tuk a toto odtuc¢néné mléko bylo
pomoci 10% kyseliny octové upraveno na hodnotu pH = 4,6
(tim bylo docileno vysrazeni kaseinu). Poté bylo mléko
znovu odstfedéno (3000 otacek/15 minut). Odstfedéna
syrovatka byla odd€lena od kaseinu a zmrazena na teplotu
-18 °C.

Pted vlastnim stanovenim byl lyofilizovany kasein rozpustén
v roztoku Tris-HCI (pH 6,8) a 2-mercaptoethanolu. Dale
byly vzorky kaseind, o-laktalbuminu a p-laktoglobulinu
prefiltrovany pres nylonovy membranovy filtr (0,22 pm) do
vialek.

Podminky HPLC stanoveni:
Ke stanoveni kaseint, o—laktalbuminu a p—laktoglobulinu

byl pouzit kapalinovy chromatograf Alliance 2695 s PDA
2996 detektorem (Waters, USA) a kolonou X Bridge TM
C18, 150 x 3,0 mm, 3,5 um (Waters, Ireland). Teplota
kolony pro  stanoveni  kaseint byla 45 °C
a pro stanoveni syrovatkovych bilkovin 40 °C. Mobilni faze
A obsahovala vodu/acetonitril/trifluoroctovou  kyselinu
(TFA) v poméru 95/5/0,1 (v/v/v) a mobilni faze B
vodu/acetonitril/TFA v poméru 5/95/0,1 (v/v/v). Bylo
pouzito gradientové eluce a pritoku mobilni faze 0,4
ml.min?. Detekce byla provadéna pii 205 nm. Analyza
kaseini probihala 30 minut a analyza syrovatkovych
bilkovin 35 minut. Velikost nastiiku kaseinii byla 5 pl
a syrovatkovych bilkovin 10 pl.
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Vyhodnoceni:
Sbér a vyhodnoceni dat u metody RP-HPLC byly

provedeny v programu Empower2 (Waters, USA).
Zakladni statistické charakteristiky (primér, smérodatna
odchylka, relativni smérodatna odchylka, maximalni
hodnota, minimalni hodnota) byly vypodéitany pomoci
Microsoft Excel a ke statistickému zpracovani byl pouzit
program Statistica 7.
Validace a optimalizace metody RP-HPLC pro
syrovatkové bilkoviny:

Optimalizace HPLC analyzy byla provedena pomoci
standardnich roztoku o—laktalbuminu a B—laktoglobulinu.
Kalibraéni kfivka byla pro a-laktalbumin sestrojena
v koncentraénim rozsahu 0,404-1,571 mg.ml™ (y =
0,5835x — 0,215; R? = 0,989). Kalibraéni kiivka pro p—
laktoglobulin byla sestrojena v koncentra¢nim rozsahu
0,406-1,133 mg.ml™ (y = 0,3635x + 0,076; R? = 0,9752).
Citlivost metody byla zjiS§ttna pomoci smérnice
kalibra¢ni ptimky. Opakovatelnost postupu byla
stanovena z vysledkil nékolikanasobného méfeni jednoho
vzorku (n = 7) a byla stanovena jako RSD 2,53 % u o—
laktalbuminu a RSD 2,40 % u p—laktoglobulinu.
Opakovatelnost retenénich casi byla stanovena
z vysledkt nékolikanasobného méfeni jednoho vzorku (n
= 12) a byla stanovena jako RSD 1,02 % pro o—
laktalbumin a RSD 0,33 % pro p—laktoglobulin. Limit
detekce byl stanoven jako 3 S/N (pomér signal/Sum)
0,0045 mg.ml* pro o-laktalbumin i B-laktoglobulin.
Mez stanovitelnosti (uréena jako 10 S/N) byla 0,015
mg.ml™ pro a—laktalbumin i p—laktoglobulin.
Vyhodnoceni bylo provedeno metodou vngjsiho
standardu a kvantifikace byla provedena metodou
¢asovych skupin (timed groups).

Validace a optimalizace RP-HPLC metody pro kaseiny:
Optimalizace HPLC analyzy byla provedena pomoci
standardnich roztokii o—, B- a k-kaseinu. Vyhodnoceni
bylo provedeno metodou  vné&jstho  standardu
a kvantifikace byla provedena metodou ¢asovych skupin
(timed groups). Individualni piky byly seskupeny do
skupiny a procesovany jako jeden pik. V pfipadé «-
kaseinu byly sumarizovany piky v ¢asovém rozmezi
10,00 — 12,50 min, u ogi-kaseinu 13,20 — 14,40 min
a u p-kaseinu vrozmezi 14,10 — 16,00 min.
Opakovatelnost postupu byla stanovena z vysledka
nékolikanasobného méfeni jednoho vzorku (n = 6) a byla
stanovena jako RSD 4,6 % u as;-kaseinu, RSD 6,7 %
u B-kaseinu a RSD 0,7 % u k-kaseinu. Limit detekce byl
stanoven jako 3 S/N (pomér signal/sum) 0,0045 mg.ml™
a mez stanovitelnosti (urcena jako 10 S/N) byla 0,015
mg.ml*. Ukézky chromatogrami standardi jsou na
obrazku ¢. 1 a 2.
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Obr. 2: Chromatogram standardu kaseint

VYSLEDKY A DISKUSE

Obsah rtznych frakei v jednotlivych druzich mléka se lisi
(Ng-Kwai-Hang et al., 2003). Amigo et al., (2000) ve své
studii uvadi, Ze a-laktalbumin ov¢iho mléka ma 2 genetické
variace, A a B. Frakce B je vzacna a byla zaznamenana
pouze u nékterych plemen.

V nasem pfipadé u ov¢iho mléka pochazejiciho prevazné
zovci plemene lacaune nebyla frakce a-laktalouminu B
identifikovana. Ani v pfipadé minoritnich plemen
zuslechténa valaska a vychodofriské plemeno se tato frakce
nevyskytovala. Obsah a-laktalbuminu v ovéim mléce byl
13,23 %.

Chromatografické zaznamy analyz jsou uvedeny na obrazku
¢.3ad
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Obr. 3: Chromatogram syrovatkovych bilkovin v ov¢im
mléce

Na chromatogramu ov¢iho mléka byly u B-laktoglobulinu A
a B (obr. 3) zfejmé dva piky. Amigo et al. (2000) ve své
praci dale uvadi, ze v pfipadé ovci plemene lacaune byly
zaznamenany genetické variace A a B, stejn¢ jako v naSem
pfipadé (obr. 3). U ov¢iho mléka cinil obsah frakce B-
laktoglobulinu B 30,06 % a B-laktoglobulinu A 69,56 %.
Celkovy obsah B-laktoglobulinu v ovéim mléce byl 86,77 %.

Tabulka 1: Obsah kaseini a syrovatkovych bilkovin v
ovéim mléce v %.

[%] Kaseiny Syroviatkové bilkoviny
0s:-CN | @5-CN | B-CN |k-CN| LA |LG-B* | LG-A*| LG
Pramér | 23,26 3,63 |42,15|30,96 | 13,23 | 30,06 | 69,56 | 86,77
Min 17,31 1,42 |3501]1916]1008 | 19,53 | 63,28 | 83,24
Max 35,33 7,34 | 55,23 139,48]16,76 | 37,05 | 78,77 | 89,92
SD 4,37 133 | 524 | 598 | 192 | 342 312 | 1,92
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Obr. 1:
bilkovin

Chromatogram standardii  syrovatkovych

*soucet LG-B a LG-A je 100 %

V tabulce €. 1 jsou uvedeny obsahy jednotlivych kaseind
a syrovatkovych bilkovin ov¢iho mléka. U B-laktoglobulinu
je navic uvedeno jeho procentualni zastoupeni frakci A a B.
Kaseiny obsahuji stejné jako syrovatkové bilkoviny rizné
genetické variace (Ng-Kwai-Hang et al., 2003). Park,
Haenlein, (2006) ve své praci uvadi genetické variace pro
riazné typy kaseini ov¢iho mléka. U ag-kaseinu bylo
identifikovano nejvice genetickych variaci (A, B, C, D, E,
F). U as,-kaseinu byly zjistény 3 genetické variace (A, B,
Fast), podobné jako u B-kaseinu (A, B, C).
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U k-kaseinu byly identifikovany zatim jen 2 genetické
variace (A, B). V této praci jsme se vSak nezaméfovali
na konkrétni identifikaci jednotlivych genetickych
variaci, 1 kdyZ je z chromatogramu ziejmé, ze pik ag;-
kaseinu a [-kaseinu obsahuje vice frakci. Tyto frakce
vsak nejsou dostatecné oddéleny, aby mohly byt
spolehlive identifikovany.

Vyhodnoceny byly pouze ag;-kasein, os,-kasein, -
kasein a «-kasein, jejichz procentudlni zastoupeni je
uvedeno v tabulce 1. agpy-kasein byl vyhodnocen na
zékladé prace Trujillo et al. (2000). Pomoci
Wilcoxonova parového testu byl zjistén statisticky
vysoce vyznamny rozdil u a-laktalbuminu, -
laktoglobulinu i kaseind ovéiho mléka (P<0,01).
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Obr. 4: Chromatogram kaseintl v ovéim mléce

CONCLUSION

Obsah a-laktalbuminu u ov¢ciho mléka byl 13,23+1,92 %
a celkovy obsah B-laktoglobulinu ¢inil 86,77+1,92 %.
Procentualni zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci
¢inilo pro ag;-kasein 23,26+4,37 %, asy-kasein 3,63+1,33
%, B-kasein 42,15+5,24 % a k-kasein 30,96+5,98 %.
Témto vysledkim odpovida i celkovy statisticky vysoce
vyznamny rozdil kaseinii a syrovatkovych bilkovin
ovciho mléka (P<0,01), ktery byl vyhodnocen pomoci
Wilcoxonova parového testu. Vzhledem k tomu, Ze mezi
nejvice alergenni bilkoviny mléka patfi ag;-kasein a p-
laktoglobulin, 1ze z vysledku vyvodit, ze u ov¢iho mléka
je nejvetsim potencidlem vyvolavajici alergii [3-
laktoglobulin.
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