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detected, whereas 5"ń of cows milk in goats milk and cheese rvas detected when the PAGE method was em-
p|oy ed.

The presence of cows milk proteins was detected in two out of ten commercial goatg milk Pioductś by using
CIEP. This observation confirms the efficacy of controlling the adulteration of goats milk products in veteri-
nary inspection laboratories.
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W ostatnich latach nastąpił w Polsce wzrost zatnte-
resowania hodowlą koz i produkcją mleka koziego i
jego przetworów. Produkcja ta jest jednak wciąż nie-
wielka, coprzy losnącym w społeczeństwie zapotze-
bowaniu na mleko kozie powoduje, że jego cena znacz-
nie przewyższa cenę mleka krowiego. Taka sytuacja
stw ar za nieb ezpi e czeń stwo fałs zowani a ml eka ko zi e -

go kilkakrotnie tańszym mlekiem krowim. Taka prak-
tyka niesie określone zagrożenia np. dla dzieci uczu-
lonych na składowe mleka krowiego, żywionych za-
stępczo mlekiem kozim. W wielu innych krajach euro-
pejskich praktyka taka ma nliejsce, najczęściej fałszo-
wane jest tam rnleko kozie lub owcze mlekiem krowim
(I, 2, I0, 1 5, 1 9, 21 -24). W Grecj i natomiast tańsze j est
mleko kozie i nim fałszowane jest mleko krowie (9).

Do wykrywania zafałszowań mleka koziego lub
owczego mlekiem obcogatunkowym stosowano m.in.
metody elektroforetyczne (I,2,8, 11, I7 ,26), w tym
o gniskowani e izoelektry czne (2, 17 ) oruz metody chro-
matograficzne (8, 19,23,28). Spośród metod immu-
nologicznych potwierd zono przy datność kompetycyj -

nego testu ELISA (7,2I,22) sandwich ELISA (15,
24), pośredniego testu ELISA (4), immunoblottingu
(17), immunodottingu (5) i metod immunoprecypita-

c_v_jnych, np. immunodyfuzji podwójnej (21) iradlal-
nej ( 1, 2), immunoelektroforezy przeciwbieżnej (27),
immunoelektroforezy krzyzowej ( 1 0).

Do immunologicznego wykrywania składowych
mleka krowiego stosowano mono- i poliklonalneprze-
ciwciała skierowane przeciw kazeinie -ct ,,, (2I ,22) -P
(4), i -lc (7) orazprzeciw białkom serwatki (5,12.20),
a spośród nich przeciw P-laktoglobulinie (13, 15) i
immunoglobulinie G mleka 0,24).

Celem niniejszych badań było określenie przydat-
ności metody elektroforetycznego rczdziału białek i
wybranych technik immunoprecypitacyjnych do wy-
krywania obecności składników mleka krowiego w
mleku kozim i jego przetworach.

Materiał imetody

Otrzymywanie antygenów do produkcji przeciwciał.
Kazeinę uzyskano z mleka krowiego przez jej wytrącenie
w punkcie izoelektrycznym wg McMeekin i wsp. (16). BiaŁ
ka serwatkowe wydzielono z serwatki kwasowej, po uprzed-
nim jej oddializowaniu i zliofilizowaniu.

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



podawano kozom śródskórnie w wiele miejsc, Dawki im-
munizacyjne podawano pięciokrotnie w odstępach 14 dni,
Dwanaście dni po ostatniej iniekcji pobierano krew z żyły
szyjnej zewnętrznej i uzyskiwano surowicę, którąprzecho-
wywano w -20oC do momentu użycia.

Kontrola swoistości surowic odpornościo}yych. Immu-
nologiczną reaktyrvność uzyskanych surowic odpomo ścio-
wych kontrolowano metodą immunodyfu zj i dwukierunko-
wej wg Ouchterlony (l8) i immunoelektroforezy wg Schei-
degger (25), wobec handlowej kazeiny krowiej (Serva) oraz
białek mleka krowiego i koziego uzyskanych we własnym
zakresie.

Przygotowywanie prób mleka i jego produktów do
badań immunoprecypitacyj nych. Przygotowano miesza-
niny serwatki mleka koziego zawierające dodatek: 0, l, , 2.,

3,4,5,10, 20, 50, 100% serwatki mleka krowiego orazw
takich samych proporcjach mieszaniny kazeiny mleka ko-
ziego l krowiego. Serwatkę mleka dializowano przeduży-
ciem do PBS pH 7,3 i używano w stanie nierozcteńczo-
nym, natomiast kazeinę w stęzeniu I0 glL solubilizowano
w buforze boraks-HCl, pH 8,4 i tę próbkę inkubowano w
laźni wrzącej przez 3 minuty,

Immunoprecypitacyjne techniki wykrywania skład-
ników mleka krowiego. Porównano przydatność do wy-
krywania zafałszowań mleka koziego i jego produktów
metod immunodyfuzji podwójnej (ID) wg Ouchterlony (18)
i immunoelektroforezy przeciwbieżnej (countercurrent
immunoelectrophoresis, CIEP) wg Lang i Haan (14).

Przygotowanie prób mleka do badań elektroforeĘcz-
nych. Sporządzano mieszaniny surowego mleka koziego i
krowiego dodając mleko krowie w ilości 0, 1, 5, 20 I 50'ń
objętości. Użyte do badań zbiorcze mleko kozie pochodzi-
ło z prywatnego gospodarstwa (stado Ilczyło 80 sztuk kóz
polskich w typie białej uszlachetnionej), a zb1,orcze mleko
krowi e (o d krów ncb x hD z lczelniane go zakładu do świ ad-
czalnego.

Proby rnleka do elektroforezy rozcieńczano BM roztwo-
rem mocznikiem (1:9 viv). Z mieszanek mleka koziego i
krowiego kazeinęwydzielano precypitacjąw pI (pH 4,6), a
serwatkę oddzieloną wirowaniem rozcieńczano buforem
elektrodowym Tris-glicyna o pH B,3 (1:I vlv).Kazeinęroz-
p|lszczano w BM moczniku do końcowego stęzenia 1o%.

Do 1 ml tak przygotowanych roztworów dodawano 0,3 ml
glicerolu i 0,02 ml błękitu bromofenolowego. Do elektro-
forezy nanoszono ż0 1:Jkażdej próby na studzienkę.

Elektroforeza białek mleka. Rozdział elektroforetycz-
ny wszystkich białek mleka i wydzielonej kazeiny prowa-
dzono w l0oń żelu poliakrylamidowym z dodatkiem 4,5 M
mocznika rv buforze Tris-glicyna o pH B,3 (3). Elektrofo-
rezę białek serwatki prowadzono w analogicznych warun-
kach, ale z pominięciem dodatku mocznika do żelu. Zele
po wybarwieniu 1% roztworem czemi amidowej denzyto-
metrowano w aparacie Kipp & Zonnen-Densitometer DD2
przy długości fali 580-650 nm.

Wykrywanie zafałszowań serów kozich. W celu wy-
krycia ewentualnego zafałszowania mlekiem krowim, pod-
dano badaniorn 10 prób kozich serów handlowych; tylko w
jednym przypadku producent deklarował dodatek 40%
mleka krowiego. Ser do analiz przygotowywano rozpusz-
czając go wg procedury stosowanej w badaniu kazeiny.

Wyniki iomówienie
Immunologiczne łlykrywanie zafałszow afi kaze-

iny i serwatki. Immunologiczne wykrywanie obecno-
ści składników mleka krowiego w mleku kozimprze-
prowadzono przy użyciu uzyskanych we własnym za-
kresie koziej surowicy przeciw białkom serwatki mle-
ka krowiego oraz koziej surowicy przeciw kazeinie
mleka krowiego. Wyniki kontroli swoistości uzyska-
nych surowic odpornościowych przedstawiająryc. 1 i
2, Surowicaprzeciw kazeinię mleka krowiego wyka-
zywała pojedynczą linię precypitacyjną wobec kaze-
iny mleka krowiego, natomiast nie reagowała zkazę-

a)
Rozeta nr l Bozeta nr ll

,l

] :,,:, l:

' 
ł':.",,,,,,|,ź,, 

illliilliili 

6

3',,,r|'.'|,,|,,,,.,,,,,,,,,,|'j'||.,,,,,,,,,,]......]."5

44

b)

su rowica przeciw kazeinie
mleka krowiego

kazeina mleka koziego

Ryc. l. Kontrola swoistości surowicy koziej przeciw kazeinie
mleka krowiego
a) w immunodyfuzji podwójnej wg Ouchterlony (l8),
Do dołka centralnego rozety I naniesiono kazeinę mleka krowie-
go (1 mg/ml), a do rozety II kazeinę mleka koziego ( 1 mg/ml). W
dołkach obwodowych surowica kozy przeciw kazeinie mleka kro-
wiego: l)surowicapełna;2) 1:2;3) 1:4;4) 1:8;5) l:16; 6)I:32.
b) w immunoelektroforezie przeciwbieżnej wg Lang i Haan (14).
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kazeina mleka krowy
(1 mg/ml)

Rozeta nr ll

1

serwatka mleka krowiego

2

J

,,,:,,}

(-)

Ryc. 2. Kontrola swoistości surowicy przeciw serwatce m|eka
krowiego
a) w immunodyiuzji podwójnej wg Ouchterlony (18).
Do dołka centralnego rozety I nanięsiono serwatkę mleka kro-
wiego, a do rozety II serwatkę mleka koziego, W dołkach obwo-
dowych surowica kozy przeciw białkom serwatki mleka krowie-
go: l) surowica pełna; 2) l:2;3) 1:4; 4) l:8; 5) l:16; 6) l:32.
b) w immunoelektroforezie przeciwbieżnej wg Lang i Haan (14).
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surowica przeciW kazeinie
mleka krowiego

kazeina mleka

(-)

b)

, (+)

surowica przeciw białkom
i,- serwatki mleka krowiego

serwatka mleka

(-)

Ryc. 3. Wyznaczenie czułości tykrywania składorłych mleka krowiego w teście
i m mu noelektroforezy przeciwbieżnej
a) wykrywanie obęcności kazeiny mleka krowiego w kazeinie mleka koziego przy uży-
ciu surowicy przeciw kazeinie mleka krowiego. Do wszystkich dołków urrrieszczonych
doanodowo nalliesiono surowicę przeciw kazeinie mleka klowiego Do dołków utniesz-
czonych dokatodowo naniesiono kazeinę rnleka koziego: A) bez dodatku kazeiny mie-
ka krowiego; B) z dodatkiem 1Tokazęiny rnleka krorviego; C) 2%; D) 3%; E) a%; F)
5%; G) 10%; H) 20%;\ 50%; J) pełna kazeina mleka krowiego.
b) wyhywanie obecności białek serwatki rrrleka kro,"viego w senvatce rrileka koziego
przy użryclll surowicy przeciw białkom serwatki mleka krowiego. Do r,vszystkich dołków
umieszczonych doanodowo naniesiono surowicę przeciw białkom senvatki rnleka klo-
wiego. Do dołków unlieszczonych dokatodowo naniesiono serwatkę mleka koziego: A)
bez dodatku kazeiny mleka krowiego; B) z dodatkiem Iońkazeiny mleka krorviego; C)
2%:D)3%;E\ 4%;F) 5%; G') 107ó; H) 20%;\ 50%;J) pełna serwatka rnleka krowiego.
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inąmleka koziego (ryc. 1. a i b). Su-
rowica przeciw białkom serwatki
mleka krowiego tworzyła trzy linie
precypitacyj ne z serwatką mleka kro-
wiego, natomiast nie reagowała z ser-
watką mleka koziego (ryc.2. a i b).
W immunoelektroforezie wg Schei-
degger (25) wykazano 5 linii plecy-
pitacyjnych z serwatką mleka kro-
wlego.

Zarówno w ID, jak i CIEP obie
uzyskane surowice odpornościowe
wykazały linie precypitacyjne we
wszystkich mieszanina ch zawler ają-
cych białka mleka krowiego, czyli wy-
krywanybył jużIoń ich dodatek (wy-
niki CIEP przedstawiaryc.3. a i b).

W przyp adku wykryw anla kazeiny
mleka krowiego, immunoprecypita-
ty w próbkachzawierających od 1 do
I)ońkazeiny krowiej widoczne były
już bezpośrednio po r ozdziale elek-
troforetycznym, W próbkach z wy-
sokim dodatkiem kazeiny mleka kro-
wiego (20- 1 00%) 1inie precypitacyj-
ne pojawiały się po 24-godzinnej tn-
kubacji preparatów w 4oC (ryc. 3. a),
co wskazuje na nierównowagę pro-
porcji antygen-przeciwciało w mie-
s zaninach zaw ler ający ch znaczny
udział składnikow mleka krowiego.
Dziesięciokrotne rozclęńczęnie ta-
kich mieszanin (do końcowego stęże-
nia białka mleka krowiego ok. 1 g/L),
pozwalało na uzyskanie widocznych
immunoprecypitatów bezpośrednio
po rozdziale. W badaniach rutyno-
wych, na\eżałoby więc wstępnie do-
pr ow adzaĆ zaw artoŚc białka całkowi-
tego badanego produktu do dwóch
stęźeń: I glLi 10 g/L i jednocześnie
badać oba stężenia.

Jak się okazało,wykrycie składni-
ków mleka krowiego w metodzie im-
nrunoelektroforezy przeciwbieżnej
było możliwe znaczrlie szybciej niż
w immunodyfuzji podwójnej, a po-
nadto, umiej scowienie i wyrazistość
immunoprecypitatów były łatwiej sze
do odczytu. Dlatego do rutynowej
diagnostyki zafaŁszowań mleka ko-
ziego ijego produktów, autorzy za-
lecaj ąwybór metody immunoelektro-
lorezy przeciwbi eznej.
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Ryc. 4. Denzytogramy białek kazeiny (I), serwatki (II) oraz m
a) produkty kozie; b) dodatek 1 7o mleka krowi ego; c) 5%; d) 20%;
krowie; strzałkami wskazano frakcje charakterystyczne dla mleka
duktów.



pTzęclw białkom serwatki mleka kro-
wiego wykrywała ich obecność tak-
żę w materiale poddanym krótko-
trwałemu gotowaniu (np. w próbkach
mleka koziego fałszowanego mle-
kiem krowy, w niektórych serach),
Swiadczy to o zachowaniu, pomimo
denaturacj i wysoką temperaturą de-
terminant antygenowych reaguj ących
z pr zeciw ciałamt tej surowi cy. Nato -

miast w badaniach innych autorów
(l2, 73, 1 5), krótkotrwałe gotowanie
pozbawiało białka serwatki aktywno-
ści antygenowej. Jak się wydaje su-
rowica przeciw białkom serwatki
mleka może zna|eżc zastosowanie
szczególnie w kontrolowaniu mleka
świezego, natomiast w kontrolowa-
niu serów mogłaby być stosowana
jako test pomocniczy.

'Wykryłvan ie zafałszow ań kaze-
iny metodą elektroforezy. Na ryc.
4. L przedstawiono denzytogramy
kazeiny wydzielonej z mlęka kozie-
go, krowiego oraz z ich mieszanek.
Zaznaczyły się między nimi istotne
rożntce i dotyczyły obecności frak-
cji odpowiadającej ruchliwością
elektrofore ty czną krowiej c1,,-kaze -
inie. Udział procentowy tej frakcji
wynosił odOoń w naturalnym mleku
kozim do 3 5,48ońw naturalnym mle-
ku krowim. W mieszankach obydwu
rodzajow mleka, jej ldział był dodatnio skorelowany
z ilością dodanego mleka krowiego do koziego, a jej
jednoznaczne wykrycie było mozliwę na poziomie nie
mniejszym nlż 5Yo (ryc. a). Podobny próg wykrywal-
nościzafałszowań mleka koziego mlekiem krowim w
op arc iu o analizę e l ektro foreĘc zną b i ałek w ykazali te ż
inni autorzy (11). Oni równieżptzyjęlijako wskaźnik
a.,-kazeinę. Jest to frakcja dominująca w kompleksie
kizeiny mleka krowiego, w którym jej udział wynosi
ok. 38%. Natomiast w kazeinie mleka koziego jej za-
warlość jest niższa i w zależności od genotypu może
się wahać od 0 do 25%. Z badań własnych wynika, ze
użyte mleko pochodziło od kóz o genotypie związa-
nymz niskim poziomem zawartości tego białka.

Wykr;łvanie zafałszowań serwatki metodą elek-
trof orezy.Określonotakżemożliwośćwykrywanlaza-
fałszowań mleka koziego na podstawie analizy elek-
troforetycznej białek serwatkowych. W elektrofore gra-
mach białek serwatkowych surowego mleka koziego i
krowiego widoczne były wyraźne różnice. Dotyczyły
one zarówno ilościowego ldziaŁu poszczególnych
pasm białek jak i ich ruchliwości elektroforetycznej.
W mleku krowim największy udziałjak i największą
ruchliwość elektroforetyczną wyk azyw ała B-|aktoglo-
bulina (0-Ig, która wędrowała w formie dwóch pasm

a)

(*)

surowica przeciw kazeinie
mleka krowiego

produkty mleka

(-)
b)

A (+)

surowica przeciw białkom
serwatki mIeka krowiego

produkty mleka

(-)

Ryc. 5. Zastosowanie metody immunoelektroforezy przeciwbieżnej do wykrlłva-
nia zafałszowań serów kozich
a) reakcja wybranych produktów mleka z surowicąprzeciw 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, zafŃszowany mlekiem
krowim; F) ser handlowy, produkowaly z mieszanily 40%o mleka krowiego i 60%o

mleka koziego
b) reakcja wybranych produktów mleka z surowicą 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, zafałszowany mlekiem
krowim; F) ser handlowy, produkowany zmieszatiny 40oń mleka krowiego i 600ń

mleka koziego.

§-|s Ai §-IeB (ryc. 4. II). Stanowi to cechę charakte-
rystyczną białek serwatkowych mleka tego gatunku
zw lerząt i umożliwia wykrycie j ego ob ecno ści w mle-
ku kozim lub owczym. Niemniej jednak, w zastoso-
wanych warunkach ich wykrycie moźliwe było dopie-
rcprzy dodatku 50% mleka krowiego do koziego. Biał-
ka te w przeciwieństwie do kazeiny charakteryzują się
niską termostabilnością. W wyniku procesu pastery-
zacjt mleka następują w nich zmiany denaturacyjne
(całkowita denaturacja tych białek moze nastąpić po 5

minutach inkubacji lv temp. 90"C (17). Zmiany dena-
turacyjne wpływają negatyłvnie na ruchliwość elek-
troforetycznąbiałek, co w konsekwencji utrudnia wy-
krywani e zafaŁszow ań ml eka p o ddane go o grzew aniu.

W analizie elektroforetycznej mleka pełnego, naj-
lepszym wskaźnikiem zafałszowania mleka koziego
była as-kazeina (ryc.4. IID. Próg jej wykrywalności
był podobny jak dla kazeiny (5%).

Ro zdziały e lektro fore ty czne kazetny wy dzielonej z
uzyskanych we własnym zakresie jogurtów kozich (z
dodatkiem I, 5, 20,50 i 100% mleka krowiego), po-
mimo zastosowanej wysokiej pasteryzacji mleka (90"C
pTzęz 10 min.) nie różniły się od elektroforegramów
kazeiny mleka surowego. Na ich podstawie również
możliwe było stwier dzente jlż 5 % do datku mleka kro -



wiego do koziego . Analizaelektroforetyczna serwatki
wydzielonej ztychjogurtów okazała się mniej przy-
datna (denaturacj a białek).

Znaczntetrudniej sze było elektro forety czne wykry-
wanie zafałszowań w serach, w których wskutek pro-
c e s ó w p r o t e o l ity c zny ch obr azy e 1 ektro fo re ty czne b ta -

łek ulegaly glębokim zmianom.
Metodą immunoelektroforezy przeciwbie żnej ptze-

stawiono obrazy reakcji serów kozich bez dodatku i z
do datki em mleka krowi e go z llzy skanymi surowi c ami
diagnostycznyml. Wykazano, że w handlowych pro-
duktach z mleka koziego w Polsce stosowane są nie-
zgodne z norrnątechnologiczną dodatki mleka kro-
wiego. To spostrzeżenie potwtęrdza celowość i nawet
koniecznośó wdrożenia w laboratoriach kontroli jako-
ści mleka, metod wykrywaniazafałszowań mleka ko-
ziego ijego produktow mlekiem krowim.

Na skutek procesów technologicznych (np. dłużej
trwająca o sowany proces pro-
teolizy w może dojść do de-

strukcji d ych wykrywanych
antysurowice (4). Wydaje się więc, że
osowanie surowicy przeciw białkom
i przeciw kazeinie bydlęcej, zwiększa

prawdopo
szy liczbę
tek mleka
glądu, atakżę przybliżenia określenia stopnia prote-

sięwobrociewPolsce.
Podsumowljąc można stwierdzić, że zastosowane

metody wykrywani a zafałszowań mleka koziego mle-
kiem krowim sąwystarczająco czułei cechująsię dużą
prostotąwykonania oraz niskimi kosztami, w porów-
naniu do innych sposobów wykrywania zafałszowań
mleka koziego. Mogą więc być polecane do rutyno-
wej kontroli mleka koziego i jego produktów w labo-
ratoriach terenowych.
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