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Charakterizacia laboratorne pripraveného hypoalergénneho
pripravku na baze kravského mlieka

VIERA HERMANOVA - IMRICH STRAPAC
- JURAJ GASPERIK - MARTIN TOMASKA

SUHRN. V prdci je popisand charakteristika laboratérne pripraveného hydrolyzdtu
bielkoviny kravského mlieka vo vztahu k jeho alergénnemu potencidlu. Hydrolyzat bol
charakterizovany dosiahnutym stupfiom hydrolyzy (OPA-metédou), zastipenim peptidov
(elektroforéza, frakciondcia na molekulovych sitdch a po ultrafiltrdcii) a imunologickymi
vlastnostami (reakcia s pozitivnymi sérami pacientov alergickych na bielkovinu kravského
mlieka). V pripravenom hydrolyzate bol dosiahnuty stupen hydrolyzy 24,7 %, hydrolyzat
neobsahoval peptidy s molekulovou hmotnostou nad 5000 Da (elektroforetické hod-
notenie) a jeho imunologicka aktivita bola velmi nizka - 0,4 %. Takto pripraveny pripra-
vok moze byt pouzity ako zlozka hypoalergénnych detskych vyziv na bdze kravského
mlieka.

Potravinové alergie predstavuju pomerne velkd cast alergickych
ochoreni. Diagnostika alergii vS§eobecne a potravinovych zvlast je kompliko-
vand a ndkladnd. Mlieko je vicSinou prva potravina, s ktorou sa clovek
stretdava. I ked o jednoznacnej priorite dojcenia sa nedd pochybovat, niektor{
novorodenci si odkdzani prijimat ndhradnu detsku vyzivu, najcastejSie na
baze kravského mlieka. Bielkovina kravského mlieka patri medzi poten-
cidlne alergény. U citlivych jedincov sa tak moze uz od narodenia rozvinut
alergické ochorenie, ¢i nezndSanlivost na mlie¢nu bielkovinu. Takto postih-
nuti pacienti su odkdzani na prijimanie hypoalergickej vyzivy. Vyroba takej-
to vyZivy, ako aj jej uvddzanie do obehu, je komplikovana zdlezZitost.

Pred zapocatim vlastného vyvoja vyroby hypoalergickej detskej vyZivy
je uzito¢né identifikovat alergizujuce zlozky bielkoviny mlieka a poznat spo-
soby, ako zniZit ich alergénny potencial. Poznatky z inych pracovisk jednoz-
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nacne dokazuju, Ze najefektivnejSia cesta znizenia alergénneho potencidlu
bielkovin je ich hydrolyza [1-3], ktord mdZe byt doplnena tepelnou denatura-
ciou zvySkovych imunoreaktivnych epitopov [1]. Od tohto technologického
kroku sa potom odvija aj vyber a pouzitie vhodnych analytickych a imuno-
chemickych metdd umoznujucich cely proces vyroby monitorovat a charak-
terizovat vysledny produkt tak, aby na ndkladné klinické testovanie (nutné
pri vyvoji hypoalergénnych detskych vyziv) boli poskytnuté iba také prepara-
ty, ktoré budu pacienti klinicky a metabolicky tolerovat.

Cielom tohto ¢lanku je charakterizovat vhodnymi analytickymi a imuno-
chemickymi metddami laboratorne pripraveny hypoalergénny pripravok
na béze kravského mlieka, ktory moze sluzit ako rozhodujuca zlozka findlnej
hypoalergénnej detskej vyZivy. Dany pripravok bol vyrobeny hydrolyzou
kazeinového koncentratu z kravského mlieka (KNK) pankreatinom.

Material a metddy

Priprava KNK
KNK bol pripraveny z odstredeného kravského mlieka spdsobom bezme-
branovej osmozy [4], za pouzitia pektinu.

Hydrolyza KNK

KNK bol hydrolyzovany pankreatinom (Pankreatin, FU USP, Merck)
po dobu 5 hodin. Hydrolyza prebiehala za ob¢asného mieSania za nasle-
dovnych reakénych podmienok: teplota 50 °C, pH regulované v rozmedzi 7,2
az 8,0 pridavkami 1 mol.dm-3 NaOH resp. KOH. Koncentracia pouZitého
enzymového pripravku bola 0,025 g.g-1 bielkoviny. Enzymova aktivita bola v
odoberanych vzorkdch inaktivovand 20 minitovym zahrevom na 80 °C.

Stanovenie stupria hydrolyzy

Stupent hydrolyzy bielkovin (%) bol vypocitany ako podiel hydrolyzo-
vanych peptidovych vizieb k celkovému poctu peptidovych vézieb nasobeny
100. Pocet hydrolyzovanych peptidovych vizieb bol vypocitany na zdklade
vysledkov OPA metddy [5]. Celkovy pocet peptidovych vézieb pre kazein bol
rovny 197, molekulovd hmotnost kazeinu bola rovna 23 000 Da [6].

Elektroforéza

Testované vzorky boli podrobené elektroforetickému deleniu v polyakryl-
amidovom géle v pritomnosti aniénového detergentu dodecylsulfatu sod-
ného. V praci bola pouzitd modifikdcia diskontinudlnej vertikdlnej elektro-
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forézy podla Schigerra a von Jagowa, detailne popisand v [6]. Ako Standardy
boli pouzité: zmes 7 polypeptidov Sigma MW-SDS-17S (molekulové hmot-
nosti  2500-17000Da) a zmes individudlnych  proteinov
Sigma MW-SDS-70L (14 000 - 70 000 Da); vSetko Sigma. Pocas elektroforézy
bol aplikovany konStantny prid 20 mA pocas 1 hodiny, ktory bol potom
zvySeny na 30 mA. Pritomné latky bielkovinovej povahy boli identifikované
vyfarbenim s Brilliant Blue G (Sigma, USA). Molekulovd hmotnost
nezndmych frakcif bola zistovana porovnanim retardacnych faktorov testo-
vanej vzorky a zndmych Standardov.

Frakciondcia pomocou molekulovych sit a ultrafiltrdcie

Testované vzorky boli rozpustené v deionizovanej vode, centrifugované
(20000 g, 5 min) a nasledne frakcionované na molekulovom site Sephadex
G-25 (Pharmacia) a Bio-Gel P-10 (Bio Rad) (podmienky: koléna 39 x 2,5 cm,
prietok 1 ml.min-1, zberanie frakcii po 4,5 ml, meranie absorbancie frakcii
pri 280 nm) a na ultrafiltri Amicon, pouzitim membrdn UM-5 a UM-10.
Ziskané frakcie boli lyofilizované a vaZené.

Imunochemické testovanie

Kvantifikdcia imunologickej aktivity testovanych vzoriek bola pocitana
cez zostatkovu aktivitu, ktord bola merand nasledovne: Sérum pacientov,
ktoré malo byt pouzité na reakciu so vzorkou bolo testované pomocou ELI-
SA-anti-MILK supravy (Huma-Lab CS), postupom popisanym v [6], pricCom
bola zaznamenand jeho absorbancia pri 492 nm. K séru boli pridané testo-
vané vzorky v optimdlnej koncentrdcii a reakcia prebiehala asi 18 h pri 4 °C.
Nasledne bola zmes testovanda ELISA-anti-MILK supravou a opéat bola mer-
and absorbancia pri 492 nm. Zostatkovd aktivita vzorky (%) bola vyjadrena
ako:

absorbancia reakénej zmesi

zostatkova aktivita (%) = bsorbancia séra . 100

Potom imunologickd aktivita vzorky bola:

imunologicka aktivita (%) = 100 % - zostatkova aktivita (%)
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Vysledky a diskusia

Stanovenie stupria hydrolyzy

Aplikovand OPA-metdda umoziovala merat stupenl hydrolyzy bielkovin.
Princip tejto metddy je zaloZzeny na reakcii a-aminoskupin uvolnenych
hydrolyzou s OPA ¢inidlom a B-merkaptoetanolom za vzniku aduktu silne
absorbujiceho pri 340 nm. Moldrna absorptivita je podobna pre vsetky
o-aminoskupiny. Naviac, absorptivita aduktu s o— a g-aminoskupinami
bielkovin je tiez podobnd a nie je ovplyvnend, ked su bielkoviny denatur-
ované v prostredi SDS. Cize pozadie je pre vzorky v réznom stupni hydrolyzy
konstantné a pocet hydrolyzovanych vidzieb moze byt spravne vypocitany [5].
Celkovy pocet peptidovych vizieb potrebny k stanoveniu stupna hydrolyzy
bol vypocitany na zdklade priemerného zastipenia jednotlivych frakeil
bielkovin a ich zndmeho aminokyselinového zloZenia. Minoritné frakcie
neboli brané do uvahy.

Typicky priebeh hydrolyzy KNK Pankreatinom FU USP za nami
zvolenych podmienok, merany OPA-metddou je zobrazeny na obr. 1. Z
obrdzku vidno, Ze najvyssi ndrast stupnia hydrolyzy bol namerany uz po
hodine hydrolyzy. Standardne dosiahnuty stupeii hydrolyzy v kone¢nom pro-
dukte bol 20 - 25 %.

30

25 1
— 20 r OBR. 1. Zavislost dosiahnutého
y stupna hydrolyzy (DH) od casu (t)
z 57T pri hydrolyze kazeinového koncen-
- 10 F trdtu  z  kravského  mlieka

pankreatinom.

ST F1G. 1. Degree of a cow milk casein
0 ! ! ! ! , concentrate hydrolysis (DH) by
0 1 2 3 4 5 pancreatin in dependence upon

time of hydrolysis (t).

Zastupenie bielkovinovych a peptidovych frakcii

Vzorky substratu (KNK) a hydrolyzdtov odobranych v réznom case
hydrolyzy boli podrobené elektroforetickému deleniu. V. KNK boli
zastupené vSetky bielkovinové frakcie mlieka, aj ked kazeinova zlozka bola
majoritnd. Postupnou hydrolyzou dochddzalo k odburaniu bielkovin na pep-
tidy, pricom uZ po 3 hodindch hydrolyzy neboli touto metédou dokdzané
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Ziadne peptidy s vy$Sou molekulovou hmotnostou ako 5 000 Da. Ked bola
pouzita nizSia koncentracia Pankreatinu FU USP, boli detegované rezidua
B-laktoglobulinu.

Na druhej strane frakciondciou hydrolyzdtu ziskaného po hodine
hydrolyzy, ako aj kone¢ného produktu hydrolyzy (po 5 hodindch) technika-
mi vyuzivajicimi molekulové sitd a ultrafiltraciu, bol dokdzany dost vyznam-
ny podiel peptidov s molekulovou hmotnostou nad 5000 Da. Tiito sku-
to¢nost mozno vysvetlif podmienkami analyzy. Pri tejto metdde, na rozdiel
od elektroforézy, neboli vzorky denaturované a teda nativne existujice
agregdty a diméry neboli rozrusSené. Zastupenie peptidovych frakcifi v testo-
vanych vzorkdach meranych uvedenou metddou, vyjadrené v % zobrazuje
tabulka 1. Z danej tabulky je zrejmé, Ze hlavny podiel v oboch vzorkach tvo-
rili ldtky s molekulovou hmotnostou pod 2500 Da, pricom po hodine
hydrolyzy bol tento podiel 50,9 % a v kone¢nom produkte 71,3 %.

TABULKA 1. Percentudlne zastipenie zloZiek hydrolyzatu kazeinového koncentratu
z kravského mlieka v zdvislosti od ich molekulovych hmotnosti.
TaBLE 1. Distribution of peptides in hydrolysates of cow milk casein concentrate
(expressed in %) in dependence upon molecular weight.

. Molekulovd hmotnost ! [Da]
Gl
Cas hydrolyzy* [h] >10000 | 10000-5000 | 5000-2500 <2500
1 153 % 26,0 % 78 % 50,9 %
5 105 % 12,7 % 55 % 71,3 %

1 - molecular weight, 2 - time of hydrolysis.

Imunochemické testovanie

Kedze odozva na alergény mdze byt fatdlna, je nevyhnutné pri testovani
hydrolyzatov stanovit ich antigénny potencidl, resp. imunogenicitu ¢i
imunoreaktivnost [7]. Kvantitativne vyhodnotenie imunologickej aktivity
umoziuje metdda merania zostatkovej aktivity pozitivneho séra pouZzitého
na testovanie, z ktorej sa potom pocita imunologicka aktivita. Imunologickd
aktivita je teda ekvivalentnd tej Casti aktivity pozitivneho séra, ktord bola
vyblokovand reakciou antigénov pritomnych vo vzorke s prisluSnymi Speci-
fickymi IgG protildtkami zo séra. Obr. 2. zobrazuje pokles imunologicke;j
aktivity pocas hydrolyzy KNK. T4 bola zniZend zo 16,1 % az na 0,4 %, pricom
najmarkantnejSie zniZenie bolo zaznamenané uz po hodine hydrolyzy.
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15 ]
S OBR. 2. Pokles imunologickej
< 107 aktivity (IA) od CGasu (t) pri
- hydrolyze kazeinového koncentrd-
571 tu z kravského mlieka
pankreatinom.
0 ‘ ) : Fi16G. 2. Immunological activity (IA)
0 1 2 3 4 < of a cow milk casein concentrate

hydrolyzed by pancreatin in depen-

Zaver

Pouzitim Styroch odliSnych analytickych a imunochemickych metdd bolo
mozné ziskat nevyhnutné informdcie o alergénnych vlastnostiach labo-
ratérne pripraveného pripravku hydrolyzatu bielkoviny z kravského mlieka.
Nadviznost stanovenia stupfia hydrolyzy, monitorovania zastipenia pepti-
dov v hydrolyzdte technikami elektroforézy a v konecnej etape meranie
imunologickych vlastnosti, umoznovalo navyse viest a regulovat sposob vyro-
by hydrolyzatu tak, aby sa skuto¢ne dosiahol pozadovany efekt - pripravit
komponent hypoalergénnej detskej vyzivy. Tieto tri metddy preto pred-
stavuju zéklad, ktory by malo zvladnut kazdé laboratérium podielajuice sa na
vyvoji hypoalergénnych pripravkov nielen na bdze mlie¢nej bielkoviny.
Sledovanie zastipenia peptidovych frakcii technikami frakciondcie na
molekulovych sitdch a po ultrafiltrdcii mozno povazovat za doplnkovu
charakteristiku, av§ak vyznamnu, pretoze jej vysledky naznacuju, ze zdvery
kazdého merania (podiel nizkomolekulovych ldtok v hydrolyzate) treba vzdy
interpretovat a posudzovat vzhladom na podmienky, za akych bolo uskutoc-
nené.

Zoznam pouzivanych skratiek:
KNK - kazeinovy koncentrat z kravského mlieka
OPA - ortoftaldialdehyd
DH - stupen hydrolyzy
IA - imunologickd aktivita
IgG - imunoglobuliny triedy G
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Characteristics of a hypoalergenic laboratory preparation from cow milk
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SuMMARY. A cow milk protein hydrolysate prepared in the laboratory was studied in connec-
tion to its allergenic potential. Hydrolysis degree was characterized by the OPA-method.
Distribution of peptides was studied by electrophoresis, fractionation using molecular sieves,
and ultrafiltration. Immunological activity was studied using the sera of patients with a posi-
tive allergy to cow milk proteins. The hydrolysis degree of 24.7 % was achieved for the pre-
pared hydrolysate. The hydrolysate did not contain the peptides with the molecular weight
above 5 000 Da (electrophoretic measurement) and its immunological activity was very low -
0.4 %. The hydrolysate prepared in the described way can be used as a component
of the hypoalergenic infant formulae based on the cow milk.
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