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Zmiany wilasciwosci
immunoreaktywnych biatek mileka
krowiego w wybranych procesach
termicznych i fermentacji mlekowej
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Changes of immunoreactive properties of cow milk proteins as a re-
sult of technological processing

Summary

Technological processes can affect immunoreactivity properties. Pasteuriza-
tion applied during production of milk can decrease proteins immunoreactivity.
Such severe conditions (90°C/15 min) reduced immunoreactivity of a-la and p-Ig
to 12,72% and 18,74%, respectively. Ultrasonic and microwave processes proved
much more effective than severe pasteurization. Ultrasonics in a temperature of
50°C for ! hour reduced a-la and P-lg to 0,88% and 6,42%, respectively.
Microwaving in a temperature of 98°C for 2 min. reduced a-la and P-Ig to 1,37%
and 12,86%, respectively. Lactic acid fermentation decreased milk proteins immuno-
reactivity to below 1%. The products obtained retained good organoleptic prop-
erties (acid taste and aroma). The allergenicity assay performed in vivo of both
whey proteins was only slightly attenuated.

Key words:
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1. Wprowadzenie

W poczatkowym okresie zycia kazdego cztowieka mleko jest
najbardziej wartosciowym pokarmem. Oprécz cennych walorow
odzywczych, zawiera ono duzg ilos¢ sktadnikéw biologicznie ak-
tywnych odgrywajgcych niebagatelng role we wzmacnianiu ukfa-
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du odpornosciowego. Ponadto stanowi swoistg szczepionke czynnikéw odporno-
Sciowych przenoszonych z matki na dziecko dzieki systemowi karmienia naturalne-
go. Nalezy rowniez mie¢ Swiadomos$¢, ze mleko stanowi takze zbi6r réznorodnych
biatek, z ktorych kazde moze sta¢ sie alergenem, a zatem czynnikiem szkodliwym
dla organizmu. Do gtéwnych alergen6éw mleka zaliczane sa: kazeina, (3-laktoglobuli-
na (P-lg) i a-laktoalbumina (a-la) (2).

W literaturze niewiele jest danych dotyczacych wptywu proceséw technologicz-
nych na wiasciwosci immunogenne i alergenne biatek mleka. Podczas obrébki tech-
nologicznej mleka stosuje sie rézne procesy m.in. pasteryzacje, homogenizacje,
standaryzacje skfadu. Moga one mie¢ wpltyw na alergenno$¢ uzyskanego produktu
poprzez zmiany w obrebie biatek. Stwierdzono znaczny, bezposredni wptyw wyso-
kiej temperatury na obnizenie antygenowosci produktéw mleczarskich, co jest zwigza-
ne ze zmianami denturacyjnymi. Wzrost temperatury mleka podczas obrobki ter-
micznej do 50°C powoduje wzrost uwodnienia biatek i czesciowg utrate pierwotnej
struktury trzeciorzedowej. Wzmaga sie ruchliwos¢ poszczegélnych fragmentéw po-
lipeptyddw, wskutek wzrostu energii kinetycznej czasteczek i zaczyna rozluzniac
sie struktura drugorzedowa P- i a-heliksu. Dalsze ogrzewanie biatek do tepmeratu-
ry 70-80°C powoduje pekanie wigzan dwusiarczkowych i zniszczenie struktury trze-
ciorzedowej, a takze rozpoczyna sie naruszenie struktury drugorzedowej. Powyzej
temperatury 70°C nastepuje wzajemne przenikanie sie struktur fragmentow ttusz-
czowych, zwigzkéw mineralnych i biatlek. Powstajg nowe potaczenia poprzez inter-
akcje hydrofobowe, zaczynajg sie reakcje agregacji i precypitacji. Dalsze podniesie-
nie temperatury o 10°C, do 80-90°C powoduje utrate drugorzedowej struktury
biatek. W temperaturze 90-100°C zaczynajg formowac sie miedzyczasteczkowe
wigzania dwusiarczkowe, za$ w temperaturze 100-105°C nastepuje koagulacja
biatek, tworza sie zwiazki lizynoalaninowe oraz produkty nieenzymatycznej reakcji
Maillarda (2). Podczas dziatania wysokich tepmeratur pierwszorzedowe grupy ami-
nowe fancuchéw peptydowych wchodzg w reakcje z cukrami redukujgcymi powo-
dujgc powstanie melanoidyny o specyficznym zapachu i posmaku oraz nadajgce
bragzowy kolor produktom mleczarskim. W wyniku reakcji Maillarda tworza sie
nowe struktury, ktére moga by¢ determinantami odpowiedzialnymi za potaczenia
antygenu z przeciwciatami. Tym samym mogg one powodowaé wzrost symptomow
reakcji alergennej u ludzi uczulonych na biatka mleka (3).

Stwierdzono takze, ze homogenizacja powoduje wzrost immunoreaktywno-
sci - alergennosci mleka (4). Zjawisko to ttumaczy sie tym, ze podczas homogeni-
zacji nastepuje ujednolicenie i zmniejszenie rozmiarow kuleczek tluszczu do Sred-
nicy mniejszej niz | pm. Stosunkowo duze rozwiniecie powierzchni thuszczu w wy-
niku procesu homogenizacji pozwala na migracje biatek mleka (frakcji kazeiny i biatek
serwatkowych) i umiejscowienie sie ich w strefie miedzyfazowej. Biatka otaczajgce
powierzchnie kuleczek tluszczowych speiniajg role stabilizatora powstatej emulsji
dzieki wystepowaniu sit odpychajacych pomiedzy czasteczkami. Zmniejszenie roz-
miaru kuleczek ttuszczowych poprzez homogenizacje utatwia przenikanie ich przez
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bariere jelitowa i wptywa na zwiekszenie mozliwosci uczulenia przez biatka zwigzane
z ttuszczem (5).

Ostatnio duze znaczenie w prozdrowotnym oddziatywaniu zywnosci przyznaje
sie niektérym grupom drobnoustrojéw. W badaniach dotyczacych wptywu bakterii
na organizm ludzki, w tym przede wszystkim na jego ukfad immunologiczny, pod-
kresla sie znaczacg role mikroflory bytujacej naturalnie w jelicie cztowieka, a szcze-
gdlnie z rodzaju Lactobacillus. Podanie doustne preparatow zawierajacych tego ro-
dzaju drobnoustroje decyduje o zwiekszonej produkcji tzw. immunoglobuliny wy-
dzielniczej klasy A (IgA) w jelicie myszy (6), szczuréw (7) oraz u ludzi (8,9). Obserwo-
wany jest przy tym takze wzrost aktywnosci fagocytoéw i limfocytow. Podczas pro-
dukcji mleczarskich produktdw fermentowanych, oprdcz tradycyjnych szczepéw i szcze-
pionek coraz czesciej stosowane jako dodatkowo kultury probiotyczne, Lactobacillus
acidophilus i Bifidobacterium. Szczepy te charakteryzujg sie takimi wiasciwosciami jak
wzmachianie systemu immunologicznego, adhezja do komorek nabtonkowych jelita
i utrzymywanie w réwnowadze mikroflory jelitowej. Niektore szczepy powodujgc
znaczne obnizenie ilosci enzymdw fekalnych, stanowig ochrone jelit w biegunkach
polekowych oraz wywotanych radioterapig, a takze skutecznie pomagaja przy tera-
pii zapar¢. Probiotyki majg zréznicowany, modulujacy wptyw na fagocytoze w zalez-
nosci od tego, czy podajemy je ludziom zdrowym, czy tez osobom atopowym. Wy-
kazano, ze szczep Lactobacillus GG ma zdolno$¢ do zmniejszania, a nawet likwidacji
fagocytozy indukowanej antygenami mleka. Lactobacillus GG powoduje zablokowa-
nie receptoréw odgrywajacych role w procesie fagocytozy na neutrofilach i monocy-
tach (10). Ponadto dziatalno$¢ probiotykéw polega gtownie na zwiekszeniu wydzie-
lania IFN-y, a takze wzmozeniu wydzielania IL-2 i IL-12 (11).

Od dawna znanym i niezaprzeczalnym faktem jest istniejacy zwigzek pomiedzy
spozywaniem mleczarskich produktéw fermentowanych a odporno$cia organizmu
ludzkiego. Zauwazono, ze spozywanie jogurtu lub kefiru obniza stezenie IgE w su-
rowicy krwi. Leczniczy wptyw drobnoustrojow polega na utatwieniu zmian prekur-
sorowych komérek ThO w kierunku ciggu komdrkowego Thl, a $cislej na mozliwo-
§ci zachowania wiasciwych proporcji pomiedzy roznicujgcymi sie komorkami na
dwie podgrupy Thl i Th2, co prowadzi do efektu leczniczego.

Zastosowanie ukierunkowanej fermentacji mlekowej, przy wykorzystaniu wybra-
nych szczepOw o wiasciwosciach obnizajacych antygenowos$é mleka krowiego moze
byé przyczynkiem do rozwinigcia produkcji nutraceutykéw - zywnosci leczniczej
0 wiasciwosciach wspomagajacych uktad odpornosciowy.

Aktuatnie poszukuje sie takich proceséw technologicznych, dzieki ktérym bedzie
mozliwa modyfikacja konfiguracji poszczegolnych biatek w kierunku obnizenia ich im-
munoreaktywnosci. W artykule przedstawiono wyniki badan wiasnych dotyczacych
zmian immunoreaktywnosci a-la i p-lg podczas proceséw termicznych, fizycznych (ul-
tradzwieki i mikrofale). Oszacowano takze wptyw enzymoéw egzogennych uwalnia-
nych w procesie fermentacji mlekowej podczas stosowania ok. 400 réznych szczepow
[ szczepionek, z ktdrych czesé jest stosowana w przemysle mleczarskim.
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2. Materiaty i metody

2.1. Materiat badawczy

W badaniach stosowano zbiorcze, odttuszczone mleko pochodzace od kréw
bedacych pod statym nadzorem weterynaryjnym.

2.2. Przygotowanie prob mleka podczas proceséw termicznych

Probki odttuszczonego mleka poddano nastepujagcym procesom termicznym: o-
grzewanie w temperaturze 60°C (czas trwania procesu 15, 30, 45 i 60 minut), 72°C
(czas 15 sekund, ! minuta, 15 minut, 30 minut), 80°C (czas 15 sekund, | minuta,
15 minut, 30 minut), 90°C (czas 15 sekund, ! minuta, 15 minut). Wykonano réwniez
modyfikacje mleka za pomoca ultradzwiekow (czestotliwos¢ 25 kHz). Proby pobie-
rano w odstepach 10-minutowych, co odpowiadato nastepujgcym temperaturom:
10 minut - 25°C, 20 minut - 32°C, 30 minut - 42°C, 40 minut - 45°C, 50 mi-
nut - 50°C, 60 minut - 52°C. Do oceny oddziatywania mikrofal na zmiany immu-
noreaktywnosci biatek zastosowno kuchenke mikrofalowg typu PANASONIC
NN-5050/NN-5000 o mocy 440 W. Zastosowano nastepujace warunki temperaturo-
wo-czasowe: 7,5 sekund - 55°C, 15 sekund - 64°C, 30 sekund - 80°C, ! minu-
ta - 85°C, 2 minuty - 98°C.

2,3. Przygotowanie préb mleka poddanego fermentacji mlekowej przy udzia-
le szczepow i szczepionek mezofilnych oraz termofilnych

Wszystkie szczepy i szczepionki mikrobiologiczne uzyskano dzieki uprzejmosci
firmy Biolacta-Texel w Olsztynie. Drobnoustroje namnazano na mleku krowim, uprzed-
nio wysterylizowanym. Przy namnazaniu bakterii mezofilnych stosowano tempera-
ture inkubacji 25°C, a bakterii termofilnych - temperature 37°C. Namnazanie pro-
wadzono do uzyskania skrzepu o pH 4,6. Nastepnie préby wirowano (6000 g przez
15 minut) i tak uzyskang serwatke, podzielong na porcje (1 ml), zamrazano do czasu
wykonywania analiz.
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2.4. Produkcja kroliczych przeciwciat poliklonalnych

2.4.1. Odczynniki

Wszystkie stosowane odczynniki pochodzity z firmy Sigma: a-la (L-6010), P-ig
(L-6879), (standardy), 10 mM roztwér buforu fosforanowego do rozcienczania anty-
gendéw, pH 7,4 (P- 4417), kompletny (F-5881) i niekompletny (F-5506) adiuwant Freu-
nda.

2.4.2. Uzyskiwanie specyficznej immunoglobuliny G

W celu wykonania analizy metodg FLISA niezbedne jest wyprodukowanie poli-
klonalnych przeciwciat kréliczych skierowanych do a-la i p-lg. Immunogen do pierw-
Szego Sszczepienia przygotowano przez emulgacje 2,5 mg biatka (antygenu) w 5 ml
0,9% roztworu NaCl z réwnowazng iloscig petnego adiuwantu Freuda. Immunizacje
przeprowadzano $rodskdrnie i domiesniowo. Do kolejnych trzech szczepieh stoso-
wano niepetny adiuwant Freuda. Skutecznos¢ immunizacji okre$lano po ok. 2 mie-
sigcach, pobierajac krew z zyly brzeznej ucha krélika i analizowano wzrost ilosci
przeciwcial w surowicy metodg posrednia (indirect) FLISA. W przypadku stwierdze-
nia dostatecznie wysokiego miana przeciwciat (10 tys.-lI0O tys.), zwierzeta skrwa-
wiano, surowice oczyszczano poprzez wysolenie Na2S04. Tak uzyskana immunoglo-
buling zamrazano w matych porcjach (po 0,5 ml) i liofilizowano (12).

2.5. Oznaczanie zmian wiasciwosci immunoreaktywnych biatek serwatko-
wych - metodg ELISA

2.5.1. Odczynniki

Stosowane odczynniki: a-la (Sigma, nr kat. L-6010), p-lg (Sigma, nr kat. L-6879),
koniugat koziej przeciwkroliczej immunoglobuliny z peroksydazg chrzanowsg, jako
znacznikiem (Sigma, nr kat. A-6154), 50 mM roztwoér buforu weglanowego do o-
ptaszczania mikroptytek, pFl 9,8, bufor do przemywania mikroptytek - roztwér
soli fizjologicznej, zbuforowany 10 mM roztworem fosforandw, z dodatkiem 0,5%
Tween - 20, 10 mM roztwér buforu fosforanowego do rozciericzania préb, surowi-
¢y, koniugatu, pH 7,4 (Sigma, nr kat. P- 4417), substrat do wywotywania reakcji
barwnej, 0-PD (dichlorowodorek o-fenylodiaminy), (Sigma, nr kat. P-3804), 9 mM
roztwor buforu cytrynianowego, pH 5,0 do 0-PD, 4M roztwor kwasu siarkowego.
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2.5.2. Metoda posrednia {indirect) ELISA

Metode posrednie ELISA stosowano w celu wyznaczenia odpowiednich stezeh
poszczeg6lnych analitow uzywanych w metodzie wspotzawodniczacej ELISA (13).

2.5.3. Metoda wspoétzawodniczaca {competitive) ELISA

Metode wspotzawodniczaca ELISA stosowano w celu iloSciowego oszacowania
immunoreaktywnosci préb zmodyfikowanych biatek a-ta i p-lg uzyskanych w wyni-
ku roznych procesow technotogicznych (14).

Mikroptytki optaszczano antygenem, stosujac rozciefczenia okre$tone uprzed-
nio metodg indirect ELISA (1 pg/ml dla p-lg i 5 pg/ml dla a-la), w 9 mM roztworze
buforu weglanowego o pH 9,6, w ilosci 100 pl na studzienke. Inkubacje mikroptytek
z antygenem prowadzono 18 godzin w temperaturze 4°C, po czym mikroptytki
4-krotnie ptukano 10 mM roztworem buforowanej fosforanami, soti fizjologicznej
0 pH 7,4 z dodatkiem 0,5% Tween-20. Procedure te stosowano po kazdym kroku
metody. Nie wypetnione antygenem miejsca mikroptytek wysycano 1,5% roztworem
zelatyny w ilosci 150 pl na studzienke i inkubowano przez 30 minut w temperaturze
25°C. Po przemyciu mikroptytek, do studzienek podawano jednoczesnie prébe z an-
tygenem oraz potiklonalne przeciwciata krolicze wyprodukowane do danego anty-
genu (po 50 pl kazdego roztworu, w odpowiednim stezeniu, na studzienke). W celu
wymieszania sktadnikdw reakcji mikroptytki wytrzasano przez 5 minut, przy uzyciu
wytrzasarki firmy Janke and Kunkel (IKA-SCHUTTLER MTSZ) i poddawano inkubacji
w temperaturze 37°C przez godzine. Po kolejnym przemyciu podawano koniugat
immunoglobuliny koziej, przeciwkroliczej z peroksydaza - znacznikiem, w ilosci 100 pl
na studzienke i ponownie inkubowano przez godzine w temperaturze 37°C. Po
przemyciu mikroptytki stosowano dodatek 100 pl substratu (roztwor o-PD w bufo-
rze cytrynianowym, pH 5,0) i po 30 minutach zatrzymywano reakcje za pomocg 4 M
roztworu H2SO4. Odczytu absorbancji dokonywano przy uzyciu automatycznego
czytnika Reader 510 firmy ORGANON-TEKNIKA, przy diugosci fali X = 492 nm.

Uzyskane wyniki opracowywano stosujgc oprogramowanie komputerowe Immu-
nofit™”" EIA/RIA firmy Beckman.

2.6. Rozdziat etektroforetyczny biatek mieka (SDS-PAGE)

W celu wykonania rozdziatu elektroforetycznego uzyskanych préb zastosowano
nastepujace warunki analizy: zel rozdzielajacy o sktadzie: \ 2% akrytamid; 0,52% bisa-
krylamid; 0,\% roztwor SDS; 8 M roztwor mocznika; 0,37 M bufor TRIS-HCI o pH 8,8,
zel zageszczajacy o sktadzie: 3,7% akrytamid; 0,16 bisakrylamid; 0,1% roztwor SDS;
8 M roztwor mocznika; 0,06 M bufor TRIS-HCI o pH 6,8. jako katalizatoréw polime-
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ryzacji uzywano N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy (TEMED) i nadsiarczanu amo-
nu. Proéby przygotowano poprzez zmieszanie z réwnowazng objetoscig buforu
0 sktadzie: 4% SDS; 10% roztwor p-merkaptoetanolu; 20% roztwor glicerolu; 87 mM
bufor TRIS-HCI o pH 6,5 oraz 0,01% biekitu bromofenolowego. Po zmieszaniu préby
ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez 5 minut i wirowano (9000 g przez 5 mi-
nut), a nastepnie nanoszono do studzienek zelu zageszczajgcego. Elektroforeza
przebiegata w $rodowisku buforu o pH 8,3 zawierajagcego: 0,025 M roztwér TRIS;
0,192 M roztwér glicyny; 0,1% roztwdr SDS. Poczgtkowe napiecie pradu wynosito
50 V, a nastepnie 80 V. Zele po zakonczonym rozdziale wybarwiano przez 30 minut
w 0,1% roztworze barwnika Coomassie brillian blue R-250 (roztwor barwnika w mie-
szaninie metanolu, kwasu octowego i wody, w stosunku 4,5:1:4,5). Odbarwianie
przeprowadzono w roztworze metanolu, kwasu octowego i wody w stosunku odpo-
wiednio 1:1:8. Po czesciowym odbarwieniu zele przemywano wodg destylowang
| suszono (15).

2.7. Okreslenie stopnia alergennosci wybranych préb mleka poddanego fer-
mentacji mlekowej

Dziesieciu pacjentow Katedry i Kliniki Alergologii i Choréb Wewnetrznych, Szpi-
tala im. dr. J. Biziela w Bydgoszczy zostato poddanych badaniom, ktére miaty na
celu ustalenia stopnia alergennosci wybranych, najkorzystniejszych préb mleka uzys-
kanych po fermentacji mlekowej. Testy skdrne wykonywano metodg $rédskdrng, wpro-
wadzajac w dtoniowa powierzchnie przedramienia po 0,1 ml roztworu badanych
preparatéw oraz standaryzowany alergen mleka krowiego firmy Sevac Czechy, jako
dodatnig probe kontrolng. Wyniki testow odczytywano po uptywie 20 minut, mie-
rzac w dwoéch prostopadtych wymiarach Srednice babla w mm. Za odczyt dodatni
przyjmowano reakcje o $rednicy 10 mm oznaczajgc jako -f--+-, 15 mm jako -f-f-I-,
20 mm i powyzej jako -f -f -f -f. Kontrole ujemna testu przeprowadzono wstrzykujac
0,1 ml ptynu uzywanego przez producenta do rozciericzania alergenow.

3. Omowienie wynikéw
3.1. Wplyw proceséw termicznych na zmiane immunoreaktywnych wiasciwo-
§ci biatek mleka krowiego
Mozliwos¢ modyfikacji whasciwosci immunoreaktywnych biatek mleka wskutek
zastosowania procesow jednostkowych, podczas obrébki mleka zasygnalizowana

w pisSmiennictwie (16,17), spowodowala zainteresowanie sie tym zagadnieniem
W prezentowanej pracy.
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Stosowanie wysokiej temperatury Jest nieodzownym procesem technologicz-
nym, podczas produkcji mleka spozywczego, gtdwnie zapewniajgcym wymagana Ja-
koS¢ mikrobiologiczng uzyskanych produktow mleczarskich. Jednoczes$nie procesy
termiczne powodujg czesciowg denaturacje biatlek mleka, zmieniajac ich wlasciwo-
éci biologiczne, a w konsekwencji zmniejszajgc ich alergennos¢. Niektorzy badacze
sugerujg stosowanie zdenaturowanych biatek serwatkowych Jako podstawowego
sktadnika do produkcji hipoalergicznych odzywek dla dzieci, gtéwnie z obciazenia-
mi genetycznymi, (18,19). Niestety w wiekszosci przypadkéw, zmiany uzyskane w o-
brebie biatek, w wyniku zastosowania Jedynie obrobki termicznej sa niewystar-
czajagce. Wymagane sg dalsze modyfikacje majace na celu zmiany determinant aler-
genow, co powinno spowodowaé obnizenie stopnia alergennosci gotowego pro-
duktu.

W prezentowanych badaniach zastosowano obrobke termiczng mleka, poddajgc
Je dziataniu temperatur 60, 72, 80 i 90°C w réznych przedziatach czasowych, a takze
okreslono mozliwos¢ stosowania mikrofal i ultradzwigkdow.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono zmniejszenie immunoreaktyw-
nosci zaréwno a-la. Jak i p-lg, w zaleznosci od temperatury oraz czasu trwania
ogrzewania proby (tab. 1 i 2). Dzieki zastosowaniu metody ELISA mozliwe bylo wy-
kazanie roznic wiasciwosci biatek poddanych réznym procesom termicznym. Wptyw
pasteryzacji na zmniejszenie immunoreaktywnosci a-la byt scisle skorelowany z tem-
peratura. Przy stosowaniu temperatury 60°C obnizenie immunoreaktywnosci a-la
nastepowato wraz z uptywem czasu w sposob tagodny i po godzinnym procesie
ogrzewania osiggneto warto$¢ ok. 50% (tab. 1). Podwyzszenie temperatury spowo-
dowalo drastyczny spadek immunoreaktywnosci Juz po 15 sekundach pasteryzaciji.

Tabela 1

Zmiany immunoreaktywnosci a-la i P-lg w wyniku zastosowania wybranych proceséw termicznych

. . Pozostata immunoreaktywno$¢ biatek serwatkowych w stosunku do mleka surowego
Warunki procesu termicznego

a-la (%) P-lg (%)
mleko surowe 100 100
60°C/15 min 90,27 48,85
60°C/30 min 70,45 33,21
60°C/45 min 63,63 33,21
60°C/60 min 52,72 21,57
72°C/15 sek 48,18 53,04
72°C/1 min 31,81 30,87
72°C/30 min 28,18 27,34
80°C/15 sek 43,18 42,35
80°C/1 min 37,40 31,17
80°C/15 min 26,13 28,06
80°C/30 min 18,32 22,15
90°C/15 sek 46,12 30,44
90°C/1 min 34,91 21,18
90°C/15 min 12,72 18,74
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Tabela 2

Zmiany immunoreaktywnosci a-la i P-lg w wyniku zastosowania wybranych proceséw fizycznych

Rodzaj stosowanego procesu Pozostata immimoreaktywno$¢ biatek serwatkowych w stosunku do mleka surowego

fizycznego (warunki) a-la (%) (3-lg (%)
iiltrad"wieki
10 min - 25°C 2,65 69,18
20 min - 32°C 1,44 46,84
30 min - 42°C 1,18 26,27
40 min - 45°C 111 12,95
50 min - 50°C 0,94 6,90
60 min - 52°C 0,88 6,42
mikrofale
75 s — 55°C 13,26 34,73
15's - 64°C 4,14 24,34
30s - 80°C 2,33 17,50
t min - 85°C 1.77 12,99
2 min - 98°C 1,37 12,86

Najkorzystniejszym procesem, w kontekscie zmiany wihasciwosci immunoreak-
tywnych, okazato sie zastosowanie warunkéw 90°C/15 min co pozwolito uzyskaé
obnizenie immunoreaktywnosci do 12,72%. Podobne tendencje zaobserwowati row-
niez inni autorzy (17). Redukcje immunoreaktywnie oddziatujacej P-lg do wartosci
48,85% uzyskano juz w wyniku procesu termicznego w warunkach 60°C/15 min.
W zastosowanych innych rodzajach proceséw termicznych wykazano, ze pozostata
immunoreaktywno$¢ ksztattowata sie na poziomie 20-30%, a najbardziej drastyczne
warunki (90°C/15 min) umozliwity obnizenie immunoselektywnosci p-lg do 18,74%.
Dlugi czas trwania poszczegolnych proceséw oraz wysokie temperatury powodo-
waly zmiany organolepytczne mleka. Pojawiat sie charakterystyczny tzw. ,,posmak
pasteryzacji”.

Poddanie mleka dziataniu ultradzwiekéw spowodowato po 10 minutach uzyska-
nie redukcji immunoreaktywnej a-laktoalbuminy o 97,35% w stosunku do wartosci
obserwowanej w mleku surowym. Temperatura proby wynosita tylko 25°C. Przy ta-
kiej temperaturze duzy wptyw na zmiane wtasciwosci immunoreaktywnych odgry-
waly oprocz czynnika temperaturowego, oddziatywania mechaniczne (kawitacja).
Redukcja immunoreaktywnos$ci p-Ig przy zastosowaniu ultradzwiekéw przebiegata
wolniej. Po godzinie ich stosowania, stwierdzono metodg ELISA, obnizenie p-Ig do
6,42% w stosunku do pierwotnej zawartosci w mleku surowym.

Uzycie mikrofal do obrébki termicznej mleka pozwolito na szybkie osiggniecie wy-
sokich temperatur w znacznie krétszym czasie. Miato to rdwniez bezposredni wptyw
na obnizenie immunoreaktywnosci obydwu biatek serwatkowych. Oddziatywanie mi-
krofal o mocy 440 W ograniczono do dwoch minut, po ktérych prébka 20 ml mleka
osiggneta temperature 98°C. W tym czasie immunoreaktywnos¢ a-la pozostata na po-
ziomie 1,37%, za$ p-lg, 12,86% wartosci obserwowanej w mleku surowym.
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Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze biatka serwatkowe mleka po
poddaniu ich dziataniu wysokich temperatur, zmieniajg swoje cechy immunoreak-
tywne. W przeprowadzonych badaniach klinicznych wykazano jednak, ze wiasciwo-
sci alergenne nie sg jednak catkowicie eliminowane.

Kilshaw P. j. i in. (17) zaproponowali wykorzystanie serwatki zamiast mleka do
produkcji hipoalergicznych odzywek dzieciecych po uprzednim zastosowaniu pro-
cesu termicznej denaturacji, majacej na celu obnizenie wtasciwosci alergennych su-
rowca. Potwierdzono to w badaniach metodami biologicznymi przy uzyciu zwierzat
doswiadczalnych. Badajac wptyw denaturowanych termicznie biatek mleka na uktad
odpornosciowy $winek morskich, stwierdzono ich nizszg zdolno$¢ uczulania (18).
Wydaje sie jednak, ze niezbedne sg badania zmierzajace do ukierunkowanej mody-
fikacji biatek, majacej na celu calkowitg eliminacje immunoreaktywnos$ci poszcze-
go6lnych biatek mleka.

3.2. Wplyw procesow fermentacji mlekowej na zmiane immunoreaktywnych
whasciwosci biatek mleka krowiego

W literaturze mozna znalez¢ duzo doniesien dotyczacych stymulujagcego wptywu
drobnoustrojow na niespecyficzne dziatanie uktadu immunologicznego, tj. od-
dziatywan wzmacniajacych ukfad odpornosciowy i zmniejszajagcych mozliwosci
wystgpienia stanow zapalnych. Wsrdd dobrze opisanych szczepdw znajdujg sie: Lac-
tobacillus GG, L rhamnosus LC 705, Bifidobacterium animalis Bbl2, L acidophilus
NCFB-L61748, L bulgaricus ATCC 11842, Streptococcus thermophilus TIOI i szczep
Shermanii Propionibacterium freudenreichii (20). Nie znaleziono natomiast informacji
na temat obnizania immunoreaktywnos$ci poszczeg6lnych biatek mleka, w wyniku
dziatania enzyméw proteolitycznych egzo- i endogennych drobnoustrojéw wyko-
rzystywanych do prowadzenia fermentacji mlekowej. Sktonito to autoréw do prze-
analizowania ok. 400 rdéznych préb napojow fermentowanych przygotowanych
z uzyciem szczepOw i szczepionek o charakterze mezo- i termofilnym. Wsrdd duzej
iloci kultur mikrobiologicznych znalazty sie réwniez typowe probiotyki. Niektore
z najkorzystniejszych wynikow zostaty wyszczegdlnione w tabeli 2. Stwierdzono, ze
mleko poddane pasteryzacji, a pdzniej fermentacji mlekowej zmienia swoje wihas-
ciwosci immunoreaktywne w kierunku dalszego ich obnizenia. W wigkszosci przy-
padkéw ilos¢ pozostatej a-la i (3-lg ksztattowata sie na poziomie ponizej  (tab. 3),
w poréwnaniu do reaktywnosci stwierdzonej w mleku surowym, nie poddanym zad-
nym procesom technologicznym. Przeprowadzony proces fermentacji mlekowej do-
prowadzit do hydrolizy gtéwnych alergendw biatek serwatkowych a-la i p-lg co
przedstawiono na rysunku 1. Metodg elektroforezy stwierdzono brak biatek odpo-
wiadajacych za wiasciwosci wymienionych biatek. Widoczne na elektroforegramach
smugi wskazujg na obecno$¢ duzej ilosci niezidentyfikowanych peptydow.
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Tabela 3

Zmiany immunoreaktywnosci a-la i P-lg pod wptywem fermentacji mlekowej przy zastosowaniu wybranych
szczepOw i szczepionek

Pozostata immunoreaktwnos$¢ biatek serwatkowych
Rodzaj préby/rodzaj stosowanego szczepu w stosunku do mleka surowego
lub szczepionki mikrobiologicznej

a-la (%) P-lg (%)

mleko surowe 100,00 100,00
Lactococcus lactis ssp. lactis w83 0,18 1,37
Leuconostoc mesenteroides ssp. Cretnoris 412 0,28 1,09
Lactococcus lactis ssp. cremoris 32 0,01 0,70
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetilactis 23 0,08 0,74
mezofilne szczepionki bakterii fermentacji mlekowej 14D 0,99 0,67
Lactobacillus helveticus 5 V 0,29 0,37
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus SL 0,40 0,41
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus G-1 0,22 0,88
Lactobacillus casei 3/H 0,99 1,56
Lactobacillus lactis 147 2,15 3,07
Lactobacillus acidophilus Indz 1,45 0,56
szczepionki jogurtowe nap6j AC 0,36 0,17

nap6j Th 0,18 0,38

66 kD
142 kD , .
gss)
6,5 kD
1 6 8

Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny biatek serwatkowych (SDS-PAGE) uzyskanych po fermentacji mle-
kowej z udziatem szczepdw Lactobacillus casei i Bifidobacterium: 1) wzorce o niskiej masie czasteczkowej
firmy Sigma nr kat. M-3913, 10 pl, 2) a-laktoalbumina - standard, 3) P-laktoglobulina - standard,
4) serwatka, 5) Bif 6459, 6) Lbc. Cas. Cu 40, 7) Lbc. Cas. 101, 8) Bif. 62, 9) Bif. j.
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Tak korzystne wyniki sktonity autoréw do wykonania dalszych badan o charakte-
rze klinicznym. Préby skoérne przeprowadzone zostaty w bydgoskim szpitalu, pod
kierunkiem prof. med. B. Romanskiego, na grupie pacjentéw, u ktérych wczesniegj
stwierdzono alergie na mleko krowie (13).

3.3. Okreslenie alergennosci wybranych prob preparatéw uzyskanych w wyni-
ku fermentacji mlekowej

Na podstawie przeprowadzonych testéw skérnych, wykonanych u oséb uczulo-
nych na mleko (wywiad dodatni, natychmiastowe odczyny skéry) stwierdzono, ze
wszyscy badani reagowali podobnie, silnym, natychmiastowym odczynem skory na
alergen mleka i nieznacznie stabszym na badane preparaty. Stwierdzono, ze prze-
cietna Srednica babla powstatego pod wptywem standardowego alergenu, tzw. kon-
troli dodatniej, mleka wynosita 16 mm. Prébki poszczeg6lnych napojow fermento-
wanych w najkorzystniejszych przypadkach pozwolity na uzyskanie wyniku w grani-
cach 12,5-13 mm (13). Na podstawie przeprowadzonych testow skornych wykazano
konieczno$¢ dalszych poszukiwan analitycznych, dzieki ktérym mozna byloby ob-
nizy¢ alergenno$¢ mleka krowiego. Badania prowadzone metodg ELISA, ktorej pod-
stawa jest reakcja antygen-przeciwciato, winny by¢ pdzniej korelowane z tak czutym
ukfadem jakim jest organizm ludzki.

4. Podsumowanie

w wyniku przeprowadzonych proceséw technologicznych oraz analizy wynikéw
metoda ELISA, stwierdzono wptyw proceséw termicznych i fermentacji mlekowej na
obnizenie immunoreaktywnosci biatek serwatkowych mleka. Pasteryzacja mleka
w temperaturze 90°C trwajaca 15 min pozwolita obnizy¢ zawartos$¢ a-la do 12,72%,
a |3-g do 18,74% w stosunku do obserwowanej w mleku surowym.

Pod wptywem dziatania ultradzwiekéw i mikrofal stwierdzono przyspieszenie
procesu redukcji immunoreaktywnosci. Zsumowane dziatanie ultradzwiekéw trwa-
jace godzine oraz podwyzszonej temperatury prébki mleka do ok. 50°C wptyneto na
obnizenie immunoreaktywnosci a-la i (3-ly do poziomu odpowiednio 0,88 i 6,42%,
w stosunku do immunoreaktywnosci mleka surowego. Stosunkowo kroétkie dzia-
fanie mikrofal (2 min) pozwolito osiggna¢ temperature probki mleka 98°C. W tym
czasie immunoreaktywno$¢ a-la i p-lg obnizyta sie do poziomu odpowiednio 1,37
i 12,86%, w porownaniu do wartosci stwierdzonej dla mleka surowego.

Zastosowanie procesu fermentacji mlekowej pozwolito obnizy¢é immunoreaktyw-
nos¢ biatek mleka do poziomu ponizej 1% w przypadku obydwu biatek serwatkowych.

W przeprowadzonych badaniach klinicznych wskazuje sie na konieczno$¢ podej-
mowania dalszych badan zmierzajacych do dalszej redukcji immunoreaktywnosci
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i alergennos$ci poszczegdlnych biatek mleka. Fermentacja mlekowa jest procesem
stosunkowo fatwym. Wiasciwy dobér szczepéw do produkcji napojow fermentowa-
nych charakteryzujgcych sie wysoka aktywnoscig enzymow proteolitycznych moze
mie¢ podstawowe znaczenie w produkcji hydrolizowanych odzywek. Cenne przy
tym, jak sie wydaje, jest to, ze uzyskane w ten sposob preparaty charakteryzujg sie
przyjemnym, kwaskowatym smakiem i zapachem.
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