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Summary

The aim of the study was to detect the adulteration of goats milk products with cows milk. Polyacrvamld gel
electrophoresis (PAGE), double imunoditfusion (ID) and counter-current 1mmunoelectr0phoresrs (CIEP) were
employed. Goat anti-bovine casein and goat anti-bovine milk whey proteins immune serum was produced.

In the immunoelectrophoresis method, 1% of cows milk addition in goats milk, casein or milk whey was
detected, whereas 5% of cows milk in goats milk and cheese was detected when the PAGE method was em-

ployed.

The presence of cows milk proteins was detected in two out of ten commercial goats milk products by usmg
CIEP. This observation confirms the efficacy of controlling the adulteration of goats milk products in Veterl-

nary inspection laboratories.
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W ostatnich latach nastapit w Polsce wzrost zainte-
resowania hodowlg koz i produkcja mleka koziego 1
jego przetworow. Produkcja ta jest jednak weigz nie-
wielka, co przy rosngcym w spoteczenstwie zapotrze-
bowaniu na mleko kozie powoduje, ze jego cena znacz-
nie przewyzsza ceng mleka krowiego. Taka sytuacja
stwarza niebezpieczenstwo fatszowania mleka kozie-
go kilkakrotnie tanszym mlekiem krowim. Taka prak-
tyka niesie okreslone zagrozenia np. dla dzieci uczu-
lonych na sktadowe mleka krowiego, zywionych za-
stgpczo mlekiem kozim. W wielu innych krajach euro-
pejskich praktyka taka ma miejsce, najczgscie) fatszo-
wane jest tam mleko kozie lub owcze mlekiem krowim
(1,2,10,15,19,21-24). W Grecji natomiast tansze jest
mleko kozie 1 nim falszowane jest mleko krowie (9).

Do wykrywania zafalszowan mleka koziego lub
owczego mlekiem obcogatunkowym stosowano m.in.
metody elektroforetyczne (1, 2, 8, 11, 17, 26), w tym
ogniskowanie izoelektryczne (2, 17) oraz metody chro-
matograficzne (8, 19, 23, 28). Sposréd metod immu-
nclogicznych potwierdzono przydatnos¢ kompetycyj-
nego testu ELISA (7, 21, 22) sandwich ELISA (15,
24), posredniego testu ELISA (4), immunoblottingu
(17), immunodottingu (5) i metod immunoprecypita-

cyjnych, np. immunodyfuzji podwojnej (27) 1 radial-
nej (1, 2), immunoelektroforezy przeciwbieznej (27),
immunoelektroforezy krzyzowej (10).

Do immunologicznego wykrywania sktadowych
mleka krowiego stosowano mono- i poliklonalne prze-
ciwciata skierowane przeciw kazeinie -«,, (21, 22) -8
(4),1 -k (7) oraz przeciw biatkom serwatki (5, 12, 20),
a sposrod nich przeciw fS-laktoglobulinie (13, 15) 1
immunoglobulinie G mleka (1, 24).

Celem niniejszych badan byto okreslenie przydat-
no$ci metody elektroforetycznego rozdziatu biatek 1
wybranych technik immunoprecypitacyjnych do wy-
krywania obecnosci sktadnikow mleka krowiego w
mleku kozim 1 jego przetworach.

Materiatl i metody

Otrzymywanie antygenéw do produkceji przeciwcial.
Kazeing uzyskano z mleka krowiego przez jej wytracenie
w punkcie izoelektrycznym wg McMeekin i wsp. (16). Bial-
ka serwatkowe wydzielono z serwatki kwasowej, po uprzed-
nim jej oddializowaniu i zliofilizowaniu.

Otrzymywanie surowic odpornosciowych. Uzyskane
i oczyszczone preparaty antygenowe, w postaci zemulgo-
wanej z kompletnym adjuwantem Freunda (Calbiochem),



podawano kozom srodskornie w wiele miejsc. Dawki im-
munizacyjne podawano pigciokrotnie w odstgpach 14 dni.
Dwanascie dni po ostatniej iniekcji pobierano krew z zyty
szyjnej zewnetrznej i uzyskiwano surowice, ktéra przecho-
wywano w -20°C do momentu uzycia.

Kontrola swoistosci surowic odpornos$ciowych. Immu-
nologiczng reaktywnos$¢ uzyskanych surowic odpornoscio-
wych kontrolowano metoda immunodyfuzji dwukierunko-
wej wg Ouchterlony (18) 1 immunoelektroforezy wg Schei-
degger (25), wobec handlowej kazeiny krowiej (Serva) oraz
biatek mieka krowiego i koziego uzyskanych we wlasnym
zakresie.

Przygotowywanie préob mleka i jego produktéow do
badan immunoprecypitacyjnych. Przygotowano miesza-
niny serwatki mleka koziego zawierajace dodatek: 0, 1, 2,
3,4,5,10,20, 50, 100% serwatki mleka krowiego oraz w
takich samych proporcjach mieszaniny kazeiny mleka ko-
ziego i krowiego. Serwatke mleka dializowano przed uzy-
ciem do PBS pH 7.3 i uzywano w stanie nierozcienczo-
nym, natomiast kazeing w stgzeniu 10 g/L solubilizowano
w buforze boraks-HCI, pH 8,4 i t¢ probke inkubowano w
tazni wrzacej przez 3 minuty.

Immunoprecypitacyjne techniki wykrywania sktad-
nikéw mleka krowiego. Poréwnano przydatno$¢ do wy-
krywania zafalszowan mleka koziego i1 jego produktow
metod immunodyfuzji podwdjnej (ID) wg Ouchterlony (18)
1 immunoelektroforezy przeciwbieznej (countercurrent
immunoelectrophoresis, CIEP) wg Lang i Haan (14).

Przygotowanie préb mleka do badan elektroforetycz-
nych. Sporzadzano mieszaniny surowego mleka koziego 1
krowiego dodajac mleko krowie w ilodci 0, 1, 5,20 1 50%
objetosci. Uzyte do badan zbiorcze mleko kozie pochodzi-
o z prywatnego gospodarstwa (stado liczyto 80 sztuk koz
polskich w typie biatej uszlachetnione;j), a zbiorcze mleko
krowie (od kréw ncb x hf) zuczelnianego zaktadu doswiad-
czalnego.

Préby mleka do elektroforezy rozcienczano 8M roztwo-
rem mocznikiem (1:9 v/v). Z mieszanek mleka koziego i
krowiego kazeing Wdelelano precypltaCqu pl(pH 4,6),a
serwatke oddzielona wirowaniem rozcienczano buforem
elektrodowym Tris-glicyna o pH 8,3 (1:1 v/v). Kazeine roz-
puszczano w 8M moczniku do koncowego stgzenia 1%.
Do 1 ml tak przygotowanych roztworéw dodawano 0,3 ml
glicerolu i 0,02 ml blekitu bromofenolowego. Do elektro-
forezy nanoszono 20 ul kazdej préby na studzienke.

Elektroforeza biatek mleka. Rozdziat elektroforetycz-
ny wszystkich biatek mleka i wydzielonej kazeiny prowa-
dzono w 10% zelu poliakrylamidowym z dodatkiem 4,5 M
mocznika w buforze Tris-glicyna o pH 8,3 (3). Elektrofo-
reze biatek serwatki prowadzono w analogicznych warun-
kach, ale z pominigciem dodatku mocznika do zelu. Zele
po wybarwieniu 1% roztworem czerni amidowej denzyto-
metrowano w aparacie Kipp & Zonnen-Densitometer DD2
przy dtugosci fali 580-650 nm.

Wykrywanie zafalszowan serow kozich. W celu wy-
krycia ewentualnego zafalszowania mlekiem krowim, pod-
dano badaniom 10 préb kozich seréw handlowych; tylko w
jednym przypadku producent deklarowat dodatek 40%
mleka krowiego. Ser do analiz przygotowywano rozpusz-
czajac go wg procedury stosowanej w badaniu kazeiny.
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Wyniki i oméwienie

Immunologiczne wykrywanie zafalszowan kaze-
iny i serwatki. Inmunologiczne wykrywanie obecno-
$ci sktadnikow mleka krowiego w mleku kozim prze-
prowadzono przy uzyciu uzyskanych we wlasnym za-
kresie koziej surowicy przeciw biatkom serwatki mle-
ka krowiego oraz koziej surowicy przeciw kazeinie
mleka krowiego. Wyniki kontroli swoistosci uzyska-
nych surowic odpornoscmwych przedstawiajg ryc. 11
2. Surowica przeciw kazeinie mleka krowiego wyka-
zywala pojedyncza lini¢ precypitacyjna wobec kaze-
iny mleka krowiego, natomiast nie reagowala z kaze-
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Rozeta nr |

b)

surowica przeciw kazeinie
mleka krowiego

kazeina mleka krowy
(1 mg/ml)

kazeina mleka koziego
(1 mg/ml)

Ryec. 1. Kontrola swoistosci surowicy koziej przeciw kazeinie
mleka krowiego

a) w immunodyfuzji podwdjnej wg Ouchterlony (18).

Do dotka centralnego rozety I naniesiono kazeing mleka krowie-
go (1 mg/ml), a do rozety Il kazeing mleka koziego (1 mg/ml). W
dolkach obwodowych surowica kozy przeciw kazeinie mleka kro-
wiego: 1) surowica petna; 2) 1:2; 3) 1:4; 4) 1:8; 5) 1:16; 6) 1:32.
b) w immunoelektroforezie przeciwbieznej wg Lang i Haan (14).
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Ryc. 2. Kontrola swoisto$ci surowicy przeciw serwatce mleka
krowiego

a) w immunodyfuzji podwdjnej wg Ouchterlony (18).

Do dolka centralnego rozety [ naniesiono serwatke mleka kro-
wiego, a do rozety II serwatk¢ mleka koziego. W dotkach obwo-
dowych surowica kozy przeciw biatkom serwatki mleka krowie-
go: 1) surowica petna; 2) 1:2; 3) 1:4; 4) 1:8; 5) 1:16; 6) 1:32.

b) w immunoelektroforezie przeciwbieznej wg Lang i Haan (14).
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Rye. 3. Wyznaczenie czulo$ci wykrywania skladowych mleka krowiego w teScie
immunoelektroforezy przeciwbieznej

a) wykrywanie obecnosci kazeiny mleka krowiego w kazeinie mleka koziego przy uzy-
ciu surowicy przeciw kazeinie mleka krowiego. Do wszystkich dotkéw umieszczonych
doanodowo naniesiono surowice przeciw kazeinie mleka krowiego. Do dotkow umiesz-
czonych dokatodowo naniesiono kazeing mleka koziego: A) bez dodatku kazeiny mle-
ka krowiego; B) z dodatkiem 1% kazeiny mleka krowiego; C) 2%; D) 3%; E) 4%; F)
5%; G) 10%; H) 20%; T) 50%; J) petna kazeina mleka krowiego.

b) wykrywanie obecnosci biatek serwatki mleka krowiego w serwatce mleka koziego
przy uzyciu surowicy przeciw biatkom serwatki mleka krowiego. Do wszystkich dotkow
umieszczonych doanodowo naniesiono surowicg przeciw biatkom serwatki mleka kro-
wiego. Do dotkéw umieszczonych dokatodowo naniesiono serwatke mleka koziego: A)
bez dodatku kazeiny mleka krowiego; B) z dodatkiem 1% kazeiny mleka krowiego; C)
2%; D) 3%; E) 4%; F) 5%; G) 10%; H) 20%; I) 50%; J) petna serwatka mleka krowiego.
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Ryc. 4. Denzytogramy bialek kazeiny (I), serwatki (11) oraz mleka (I11)

a) produkty kozie; b) dodatek 1% mleka krowiego; ¢) 5%; d) 20%; e) 50%: 1) produkty
krowie; strzatkami wskazano frakcje charakterystyczne dla mleka krowiego i jego pro-
dukt(')w.
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ing mleka koziego (ryc. 1. aib). Su-
rowica przeciw bialkom serwatki
mleka krowiego tworzyla trzy linie
precypitacyjne z serwatka mleka kro-
wiego, natomiast nie reagowata z ser-
watka mleka koziego (ryc. 2. a1b).
W immunoelektroforezie wg Schei-
degger (25) wykazano 5 linii precy-
pitacyjnych z serwatka mleka kro-
wiego.

Zarowno w ID, jak 1 CIEP obie
uzyskane surowice odpornosciowe

wykazaly linie precypltacyjne we
wszystkich mieszaninach zawieraja-
cych biatka mleka krowiego, czyli wy-
krywany byt juz 1% ich dodatek (wy-
niki CIEP przedstawia ryc. 3. aib).

W przypadku wykrywania kazeiny
mleka krowiego, 1mmunoprecyp1ta—
ty w prébkach zawierajacych od 1 do
10% kazeiny krowiej widoczne byty
juz bezposrednio po rozdziale elek-
troforetycznym. W prébkach z wy-
sokim dodatkiem kazeiny mleka kro-
wiego (20-100%) linie precypitacyj-
ne pojawiaty si¢ po 24-godzinnej in-
kubacji preparatow w 4°C (ryc. 3. a),
co wskazuje na nierOwnowage pro-
porcji antygen-przeciwciatlo w mie-
szaninach zawierajacych znaczny
udzial sktadnikéw mleka krowiego.
Dziesieciokrotne rozcieficzenie ta-
kich mieszanin (do koncowego steze-
nia biatka mleka krowiego ok. 1 g/L),
pozwalato na uzyskanie widocznych
immunoprecypitatow bezposrednio
po rozdziale. W badaniach rutyno-
wych, nalezatoby wigc wstepnie do-
prowadza¢ zawartos¢ biatka catkowi-
tego badanego produktu do dwoch
stezen: 1 g/L 110 g/L i jednoczes$nie
badac oba ste¢zenia.

Jak sie okazato, wykrycie sktadni-
kéw mleka krowiego w metodzie im-
munoelektroforezy przeciwbieZnej
byto mozliwe znacznie szybciej niz
w immunodyfuzji podwojnej, a po-
nadto, umiejscowienie i wyrazistos¢
immunoprecypitatow byty tatwiejsze
do odczytu. Dlatego do rutynowe;j
diagnostyki zafalszowan mleka ko-
ziego 1 jego produktdw, autorzy za-
lecaja wybdr metody immunoelektro-
forezy przeciwbiezne;j.

Obie antysurowice wykorzystane
w wykrywaniu zafatszowan produk-
tow mleczarskich dawaty wyniki po-
rownywalne. Surowica skierowana



przeciw biatkom serwatki mleka kro- g
wiego wykrywata ich obecnos¢ tak-
ze w materiale poddanym krotko-
trwatemu gotowaniu (np. w probkach
mleka koziego fatszowanego mle-
kiem krowy, w niektorych serach).
Swiadczy to o zachowaniu, pomimo
denaturacji wysoka temperatura, de-
terminant antygenowych reagujacych
z przeciwciatami tej surowicy. Nato-
miast w badaniach innych autorow h)
(12,13, 15), krotkotrwate gotowanie
pozbawialo biatka serwatki aktywno-
sci antygenowej. Jak si¢ wydaje su-
rowica przeciw bialkom serwatki
mleka moze znalez¢ zastosowanie
szczegblnie w kontrolowaniu mleka
Swiezego, natomiast w kontrolowa-
niu serow mogtaby by¢ stosowana
jako test pomocniczy.

Wykrywanie zafalszowan kaze-
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iny metoda elektroforezy. Na ryc.
4. 1. przedstawiono denzytogramy
kazeiny wydzielonej z mleka kozie-
go, krowiego oraz z ich mieszanek.
Zaznaczyly si¢ migdzy nimi istotne
roznice 1 dotyczyly obecnosci frak-
cji odpowiadajacej ruchliwoscig
elektroforetyczna krowiej a -kaze-
inie. Udzial procentowy tej frakcji
wynosit od 0% w naturalnym mleku
kozim do 35,48% w naturalnym mle-

Ryc. 5. Zastosowanie metody immunoelektroforezy przeciwbieznej do wykrywa-
nia zafalszowan seréw kozich

a) reakcja wybranych produktow mleka z surowicg przeciw kazeinie mleka krowiego
A) kazeina mleka krowiego; B) kazeina mleka koziego; C) ser handlowy kozi W; D)
ser handlowy kozi T; E) ser handlowy deklarowany, jako kozi, zafatszowany mlekiem
krowim; F) ser handlowy, produkowany z mieszaniny 40% mleka krowiego i 60%
mleka koziego

b) reakcja wybranych produktow mleka z surowica anty-serwatce mleka krowiego

A) kazeina mleka krowiego; B) kazeina mleka koziego; C) ser handlowy kozi W; D)
ser handlowy kozi T; E) ser handlowy deklarowany, jako kozi, zafatszowany mlekiem
krowim; F) ser handlowy, produkowany z mieszaniny 40% mleka krowiego i 60%
mleka koziego.

ku krowim. W mieszankach obydwu
rodzajow mleka, jej udzial byt dodatnio skorelowany
z iloscig dodanego mleka krowiego do k021eg0 ajej
jednoznaczne wykrycie byto mozliwe na poziomie nie
mniejszym niz 5% (ryc. 4). Podobny prég wykrywal-
nosci zafatszowan mleka koziego mlekiem krowim w
oparciu o analiz¢ elektroforetyczna bialek wykazali tez
inni autorzy (11). Oni réwniez przyje¢li jako wskaznik
a -kazeing. Jest to frakeja dommujqca w kompleksw
kazelny mleka krowiego, w ktdrym jej udziat Wyn081
ok. 38%. Natomiast w kazeinie mleka koziego jej za-
warto$¢ jest nizsza 1 w zaleznosci od genotypu moze
si¢ waha¢ od 0 do 25%. Z badan wlasnych wynika, ze
uzyte mleko pochodzito od k6z o genotypie zwiaza-
nym z niskim poziomem zawartosci tego biatka.
Wykrywanie zafalszowan serwatki metoda elek-
troforezy. Okreslono takze mozliwo$¢ wykrywania za-
falszowan mleka koziego na podstawie analizy elek-
troforetycznej biatek serwatkowych. W elektroforegra-
mach biatek serwatkowych Surowego mleka koziego i
krow1eg0 widoczne byty wyrazne roznice. Dotyczyly
one zarGwno 1105010weg0 udzialu poszczegdlnych
pasm bialek jak i ich ruchliwosci elektroforetyczne;.
W mleku krowim najwigkszy udziat jak i najwigksza
ruchliwo$é elektroforetyczna wykazywata B-laktoglo-
bulina (8-1g), ktora wedrowata w formie dwdch pasm

B-1g AifB-1g B (ryc. 4. II). Stanowi to cechg charakte-
rystyczng bialek serwatkowych mleka tego gatunku
zwierzat i umozliwia wykrycie jego obecnosci w mle-
ku kozim lub owczym. Niemniej jednak, w zastoso-
wanych warunkach ich wykrycie mozliwe byto dopie-
ro przy dodatku 50% mleka krowiego do koziego. Bial-
ka te w przeciwienstwie do kazeiny charakteryzuja si¢
niska termostabilno$cia. W wyniku procesu pastery-
zacji mleka nastgpuja w nich zmiany denaturacyjne
(catkowita denaturacja tych biatek moze nastapic po 5
minutach inkubacji w temp. 90°C (17). Zmiany dena-
turacyjne wplywaja negatywnie na ruchliwo$¢ elek-
troforetyczng biatek, co w konsekwencji utrudnia wy-
krywanie zafatszowan mleka poddanego ogrzewaniu.

W analizie elektroforetycznej mleka pelnego, naj-
lepszym wskaznikiem zafatszowania mleka koziego
byta as-kazeina (ryc. 4. III). Prog jej wykrywalnosei
byt podobny jak dla kazeiny (5%).

Rozdziaty elektroforetyczne kazeiny wydzielonej z
uzyskanych we wlasnym zakresie jogurtéw kozich (z
dodatkiem 1, 5, 20, 50 1 100% mleka krowiego), po-
mimo zastosowanej wysokiej pasteryzacji mleka (90°C
przez 10 min.) nie réznity si¢ od elektroforegramow
kazeiny mleka surowego. Na ich podstawie rowniez
mozliwe byto stwierdzenie juz 5% dodatku mleka kro-
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wiego do koziego. Analiza elektroforetyczna serwatki
wydzielonej z tych jogurtéw okazata si¢ mniej przy-
datna (denaturacja biatek).

Znacznie trudnicjsze byto elektroforetyczne wykry-
wanie zafalszowan w serach, w ktorych wskutek pro-
cesow proteolitycznych obrazy elektroforetyczne bia-
tek ulegaty glebokim zmianom.

Metoda immunoelektroforezy przeciwbieznej prze-
prowadzono analiz¢ 10 handlowych serow mleka ko-
ziego. Obecnos¢ dodatku mleka krowiego wykazano
w 3 produktach, a tylko jeden producent deklarowal
dodatek 40% mleka krowiego. Naryc. 5. aib. przed-
stawiono obrazy reakcji serow kozich bez dodatku i z
dodatkiem mleka krowiego z uzyskanymi surowicami
diagnostycznymi. Wykazano, ze w handlowych pro-
duktach z mleka koziego w Polsce stosowane sa nie-
zgodne z norma technologiczna dodatki mieka kro-
wiego. To spostrzezenie potwierdza celowos¢ 1 nawet
koniecznoéé wdrozenia w laboratoriach kontroli jako-
$ci mleka, metod wykrywania zafatszowan mleka ko-
ziego 1 jego produktow mlekiem krowim.

Na skutek procesow technologicznych (np. dtuzej
trwajgca obrobka cieplna, zaawansowany proces pro-
teolizy w serach dojrzewajacych) moze dojs$¢ do de-
strukcji determinant antygenowych wykrywanych
przez uzyskane antysurowice (4). Wydaje si¢ wigc, ze
jednoczesne stosowanie surowicy przeciw biatkom
serwatki mleka i przeciw kazeinie bydlecej, zwigksza
prawdopodobiefistwo wykrycia zafalszowania i zwigk-
szy liczbe wykrytych produktow zawierajacych doda-
tek mleka krowiego. W celu zweryfikowania tego po-
gladu, a takze przyblizenia okreslenia stopnia prote-
olizy serow, ktory jeszcze pozwala wykrywac antyge-
ny swoiste dla bialek mleka krowiego, wskazane by-
foby jednoczesne przeprowadzenie, przy uzyciu obu
antysurowic, badan na wigkszej liczbie handlowych
probek mleka koziego i jego produktow znajdujacych
si¢ w obrocie w Polsce.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze zastosowane
metody wykrywania zafalszowan mleka koziego mle-
kiem krowim sg wystarczajaco czule i cechuja si¢ duza
prostota wykonania oraz niskimi kosztami, w porow-
naniu do innych sposobow wykrywania zafalszowan
mleka koziego. Moga wigc by¢ polecane do rutyno-
wej kontroli mleka koziego i jego produktéw w labo-
ratoriach terenowych.
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