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D˘leûit˝m procesem bÏhem zr·nÌ s˝r˘ je proteolytickÈ
ötÏpenÌ molekul kasein˘ i jejich fragment˘ zp˘sobujÌcÌ zmÏnu
textury kaseinovÈ hmoty za vzniku senzoricky v˝znamn˝ch
l·tek, kterÈ d·vajÌ jednotliv˝m typ˘m s˝r˘ charakteristickou
chuù a v˘ni1; vedle nich vöak mohou vznikat i neû·doucÌ ho¯kÈ
peptidy2. Rezidu·lnÌ mnoûstvÌ proteolytick˝ch enzym˘, kter·
se podÌlejÌ na tÏchto pochodech, mohou p¯edstavovat v s˝ra¯-
skÈ technologii p¯id·van· sy¯idla, proteolytick˝ systÈm p¯id·-
van˝ch startovacÌch mlÈËn˝ch bakteri·lnÌch kultur i p¯irozenÏ
kontaminujÌcÌch mlÈËn˝ch bakteriÌ a takÈ endogennÌ protei-
nasy mlÈka. Pr˘bÏh a produkty proteol˝zy jsou ovlivÚov·ny
nejenom koncentracÌ a specifitou p˘sobÌcÌch enzym˘, ale takÈ
fyzik·lnÏ-chemick˝mi podmÌnkami p¯i technologii (pH, kon-
centrace solÌ, obsah vody, teplota)3. Jako prvnÌ je v kaseinovÈ
micele atakov·na sy¯idlov˝mi proteasami molekula κ-kasei-
nu, kter· je na povrchu micely. OdötÏpenÌm makropeptidu je
κ-kasein konvertov·n na tzv. para-κ-kasein, coû destabilizuje
kaseinovÈ micely do tÈ mÌry, ûe agregujÌ a vypad·vajÌ z rozto-
ku v podobÏ sraûeniny. BÏhem dalöÌ technologie pak doch·zÌ
k proteol˝ze αs1-kaseinu, αs2-kaseinu i β-kaseinu, zatÌmco
para-κ-kasein je jiû k ˙Ëinku proteas odoln˝. Nejprve jsou
uvolÚov·ny velkÈ, ve vodÏ nerozpustnÈ peptidy, kterÈ jsou
postupnÏ ötÏpeny na menöÌ4. Bylo zjiötÏno, ûe ho¯kÈ kaseinovÈ
peptidy majÌ pr˘mÏrnou hydrofobicitu vztaûenou na jednu
aminokyselinu vyööÌ neû 5860 J.molñ1, zatÌmco fragmenty
s hodnotou tÈto veliËiny niûöÌ neû 5440 J.molñ1 ho¯kÈ nejsou5.
Pro p¯Ìpadn· technologick· opat¯enÌ proti ho¯kÈ chuti s˝r˘ je
nezbytnÈ posouzenÌ, zda se vznikajÌcÌ ho¯k˝ peptid v s˝ru
akumuluje, nebo zda je d·le hydrolyzov·n na neho¯kÈ frag-
menty. P¯i studiu peptid˘ odötÏpovan˝ch bÏhem zr·nÌ s˝r˘ je
extrakt obvykle frakcionov·n podle rozpustnosti nebo veli-
kosti molekuly, pomocÌ HPLC na reverznÌ f·zi jsou separo-
v·ny jednotlivÈ peptidy, kterÈ jsou  fin·lnÏ identifikov·ny
Edmanov˝m odbour·v·nÌm nebo hmotnostnÌ spektrometriÌ4,6.

Pokud jsou p¯edmÏtem separace ho¯kÈ peptidy, je intenzita
ho¯kÈ chuti jednotliv˝ch frakcÌ porovn·v·na s chutÌ standard-
nÌch roztok˘ chininu nebo kofeinu. Tento analytick˝ postup
je vöak pro provoznÌ kontrolu velice n·kladn˝ a zdlouhav˝. Za
urËit˝ch okolnostÌ by mohly b˝t vhodn˝m n·strojem ke sle-
dov·nÌ konkrÈtnÌho peptidu z molekuly kaseinu imunoche-
mickÈ metody.

PomocÌ imunostanovenÌ makropeptidu uvolÚovanÈho
z κ-kaseinu proteasami psychrotrofnÌch bakteriÌ byla prediko-
v·na trvanlivost mlÈka p¯i skladov·nÌ7. Enzymovou imuno-
anal˝zou sledovanÈ koncentrace odötÏpenÈho fosfopeptidu (f1ñ28)
z β-kaseinu p¯i zr·nÌ s˝ra umoûnily hodnotit jeho st·¯Ì8. Se-
nocq a spol.9 pouûili protil·tky proti pÏti peptid˘m z molekuly
β-kaseinu k monitorov·nÌ proteol˝zy tohoto proteinu plas-
minem a chymosinem.

V tÈto pr·ci jsme p¯ipravili protil·tky proti pÏti d¯Ìve
identifikovan˝m ho¯k˝m peptid˘m, kterÈ jsou odötÏpov·ny
z αs1-kaseinu a β-kaseinu bÏhem zr·nÌ s˝r˘10,11. Se zÌskan˝mi
protil·tkami byly sestaveny a charakterizov·ny postupy enzy-
movÈ imunoanal˝zy (ELISA) ke stanovenÌ jednotliv˝ch pep-
tid˘.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e

HovÏzÌ sÈrov˝ albumin (BSA), o-fenylendiamin a Tween
20 byly zÌsk·ny od Sigma Chemical Company, St. Louis,
USA; ûelatina byla od firmy Fluka AG, SRN; konjug·t pero-
xidasy s Ñdruh˝miì protil·tkami (praseËÌmi imunoglobuliny
proti kr·liËÌm imunoglobulin˘m) byl zÌsk·n od Sevapharmy,
Praha (v katalogu oznaËov·n jako SwAR/Px; koncentrace
imunoglobulin˘ 8,1 mg.cmñ3, mol·rnÌ pomÏr peroxidasa/imu-
noglobulin byl 1,15). PolystyrenovÈ mikrotitraËnÌ destiËky
8◊12 jamek Costar 9018 byly dod·ny firmou Corning Costar,
USA.

P u f r o v È r o z t o k y

T¯i nejËastÏji pouûÌvanÈ pufry p¯i enzymovÈ imunoana-
l˝ze byly znaËeny n·sledujÌcÌmi zkratkami:
PBS (Ñphosphate buffered salineì) ñ fosf·tov˝ pufr  0,01

mol.lñ1, pH 7,4, obsahujÌcÌ 0,8% NaCl,
PBS-Tw ñ prom˝vacÌ pufr, PBS obsahujÌcÌ 0,05% Tween

20,
PBS-Tw (s 1% ûelatinou) ñ ¯edicÌ pufr pro vöechny imuno-

reaktanty.

P e p t i d y

Bylo syntetizov·no celkem 5 peptid˘. »ty¯i ˙seky z mole-
kuly αs1-kaseinu: 14EVLN17 (oznaËenÌ GB29), 17NENLL21

(GB30), 26APFPQVF32 (GB31), 26APFPQVFG33 (GB34) a je-
den ˙sek z β-kaseinu: 61PFPGPIPNS69 (GB33). SyntÈza byla
provedena na automatickÈm syntetiz·toru peptid˘ Novasyn
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Crystal (Calbiochem-Novabiochem, V. Brit·nie). »istota p¯i-
praven˝ch peptid˘ (>95 %) byla kontrolov·na pomocÌ HPLC
na reverznÌ f·zi s pouûitÌm n·plnÏ kolon C18 o velikosti Ë·stic
5 µm (Phenomenex, V. Brit·nie), eluce gradientem acetonitril/
voda. Identita peptid˘ byla kontrolov·na hmotnostnÌ spektro-
metriÌ. Protoûe molekulov· hmotnost vöech uveden˝ch pep-
tid˘ je natolik nÌzk·, ûe nemohou ve volnÈ podobÏ provokovat
tvorbu protil·tek, byly pro pot¯eby imunizace syntetizov·ny
imunogennÌ konjug·ty peptid˘ s BSA. Pro tyto ˙Ëely byla na
volnou aminoskupinu peptidu zavedena sulfhydrylov· skupi-
na pomocÌ 2-iminothiolan hydrochloridu (tzv. Trautovo Ëinid-
lo). Takto modifikovan˝ peptid spont·nnÏ konjuguje s BSA,
kter˝ byl aktivov·n pomocÌ sukcinimidyl 4-(N-maleinimi-
domethyl) cyklohexan-1-karboxyl·tu12. Tyto konjug·ty byly
pouûity nejen jako imunogeny k imunizaci, ale takÈ p¯i vlast-
nÌm imunochemickÈm stanovenÌ jako molekuly obsahujÌcÌ
epitopy, se kter˝mi interagujÌ p¯ipravenÈ protil·tky. V systÈ-
mu ELISA byly konjug·ty imobilizov·ny na pevnou f·zi.

P r o t i l · t k y

Polyklon·lnÌ antisÈra proti kaûdÈmu z pÏti syntetizova-
n˝ch peptid˘ byla p¯ipravena imunizacÌ kr·lÌk˘ postupem de-
tailnÏ popsan˝m d¯Ìve13. Jako imunogeny byly pouûity konju-
g·ty peptid˘ s BSA. Imunoglobulinov· frakce kaûdÈho antisÈ-
ra byla izolov·na a purifikov·na afinitnÌ interakcÌ s Proteinem
A pomocÌ komerËnÌch kolonek Prosep A (Sigma Chemical
Company, USA), mrazovÏ sublimov·na, a d·le uchov·v·na
p¯i ñ18 ∞C. Pro experimenty byl z·kladnÌ roztok protil·tky
o ¯edÏnÌ 1:100 p¯ipravov·n rozpouötÏnÌm 1 mg sublim·tu v
10 ml PBS.

E n z y m o v · i m u n o a n a l ˝ z a

Byla pouûita kompetitivnÌ nep¯Ìm· enzymov· imunoana-
l˝za (ELISA) se separacÌ v·zan˝ch a voln˝ch imunoreaktant˘
prost¯ednictvÌm zakotvenÌ na pevnou f·zi. Nejprve byl na
stÏny jamek mikrotitraËnÌch destiËek zakotven prostou sorpcÌ
p¯Ìsluön˝ protein (konjug·t peptidu s BSA nebo kasein) ñ
z·sobnÌ roztok proteinu byl vhodnÏ na¯edÏn karbon·tñbikar-
bon·tov˝m pufrem (0,05 mol.lñ1, pH 9,6) a pipetov·n do jamek
v mnoûstvÌ 200 µl; po inkubaci 18 hodin p¯i 4 ∞C byl roztok
proteinu vylit a jamky Ëty¯ikr·t promyty 200 µl PBS-Tw.
VlastnÌ kompetitivnÌ imunochemick· interakce byla zah·jena
pipetov·nÌm 50 µl roztoku peptidu (Ëi jinÈ testovanÈ l·tky)
v PBS-Tw (s 1% ûelatinou) a 50 µl vhodnÏ na¯edÏnÈ antipep-
tidovÈ protil·tky v PBS-Tw (s 1% ûelatinou). ReakËnÌ roztoky
byly inkubov·ny 1 hodinu p¯i 37 ∞C za mÌrnÈho t¯ep·nÌ. PotÈ
byly jamky Ëty¯ikr·t promyty 200 µl PBS-Tw. Kvantifikace
antipeptidovÈ protil·tky, kter· byla zprost¯edkovanÏ imuno-
chemickou reakcÌ zakotvena na stÏny jamek, byla uËinÏna
pomocÌ tzv. druhÈ protil·tky znaËenÈ peroxidasou. Do jamek
bylo pipetov·no 100 µl konjug·tu SwAR/Px ¯edÏnÈho 1:2000
v PBS-Tw (s 1% ûelatinou). Po inkubaci 1 hodinu p¯i 37 ∞C
byl nenav·zan˝ konjug·t odstranÏn Ëty¯mi promyvy 200 µl
PBS-Tw. D·le bylo do jamek pipetov·no 100 µl roztoku
peroxidasovÈho substr·tu a chromogennÌ l·tky (0,03% H2O2
v citr·tovÈm pufru 0,1 mol.lñ1, pH 5,0, s 0,05% o-fenylen-
diaminem). Enzymov· reakce byla po 15 minut·ch inkubace
p¯i 37 ∞C zastavena p¯Ìdavkem 50 µl H2SO4 (2 mol.lñ1). Ab-
sorbance reakËnÌ smÏsi byla mÏ¯ena v jamk·ch mikrotitraËnÌ

destiËky na p¯Ìstroji Multiscan MCC/340 (Labsystems, Fin-
sko).

V y h o d n o c e n Ì v ˝ s l e d k ˘

SigmoidnÌ kalibraËnÌ k¯ivky byly prokl·d·ny poËÌtaËo-
v˝m programem Microsoft Excel pomocÌ Ëty¯parametrovÈ
regresnÌ funkce

A = C + (1)

kde A je absorbance p¯i 492 nm, C je dolnÌ asymptota k¯ivky,
D je hornÌ asymptota, α charakterizuje posun line·rnÌ Ë·sti
sigmoidnÌ k¯ivky v systÈmu sou¯adnic, β charakterizuje sklon
line·rnÌ Ë·sti sigmoidnÌ k¯ivky, x je dekadick˝ logaritmus
koncentrace antigenu (log c).

DetekËnÌ limit byl poËÌt·n jako koncentrace c80% odpo-
vÌdajÌcÌ hodnotÏ absorbance, jeû p¯edstavuje 80 % z rozmezÌ
D ñ C (oznaËeno jako A80%) podle rovnice

log (c80%) = (2)

kde A80% = C + 0,8 (D ñ C)
PodobnÏ m˘ûe b˝t vyj·d¯en dalöÌ charakteristick˝ para-

metr kalibraËnÌ k¯ivky c50% pomocÌ A50%. A pomocÌ stejnÈ
rovnice (2) lze vypoËÌtat koncentraci analytu v analyzovanÈm
vzorku ze zmÏ¯enÈ hodnoty absorbance.

V˝sledky a diskuse

Bylo syntetizov·no pÏt peptid˘, kterÈ jsou odötÏpov·ny
z αs1-kaseinu a β-kaseinu bÏhem zr·nÌ s˝r˘, a proti nim byly
p¯ipraveny polyklon·lnÌ protil·tky. Se zÌskan˝mi protil·tkami
byly sestaveny a charakterizov·ny postupy enzymovÈ imu-
noanal˝zy (ELISA) ke stanovenÌ jednotliv˝ch peptid˘.

Metoda kompetitivnÌ nep¯ÌmÈ ELISA pouûÌv· obecnÏ
platnÈ uspo¯·d·nÌ analytickÈ procedury. Nejprve je standard
antigenu imobilizov·n na stÏny jamek na mikrotitraËnÌch des-
tiËk·ch,  potom je do jamek  napipetov·na protil·tka  proti
stanovovanÈmu analytu (tzv. ÑprvnÌì protil·tka) a analyzova-
n˝ vzorek s analytem (nebo roztok standardu analytu). Po
ustavenÌ rovnov·hy a vymytÌ vöech reakËnÌch sloûek nefixo-
van˝ch na stÏnu jamky je p¯id·n p¯ebytek konjug·tu enzymu
s tzv. Ñdruhouì protil·tkou (protil·tka proti ÑprvnÌì protil·tce).
Fin·lnÏ kvantifikovan· aktivita enzymu, kter˝ je zprost¯edko-
vanÏ fixov·n na jamku destiËky, je pak p¯Ìmo ˙mÏrn· mnoû-
stvÌ ÑdruhÈì, a tÌm i ÑprvnÌì protil·tky fixovanÈ na jamku,
a tudÌû nep¯Ìmo ˙mÏrn· koncentraci analytu ve vzorku. Citli-
vost a specifitu popsanÈ procedury ovlivÚuje kombinace celÈ
¯ady faktor˘, jako jsou nap¯. sorpËnÌ vlastnosti destiËek, kon-
centrace standardu antigenu v potahovacÌm roztoku, afinita
a specifita ÑprvnÌì protil·tky a jejÌ koncentrace v systÈmu.

Pro kaûd˝ ze sledovan˝ch pÏti peptid˘ byly nejprve zjiötÏ-
ny hodnoty vhodn˝ch koncentracÌ antigenu v roztoku pro imo-
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Tabulka I
Charakteristika kalibraËnÌch k¯ivek ELISA s protil·tkami proti peptid˘m

Peptid ÿedÏnÌ L·tka imobilizovan· DetekËnÌ limit [µg.cmñ3]
protil·tky na pevnou f·zi c50% c80%
v ELISA (koncentracea [mg.cmñ3])

GB29 1:200 BSA-GB29 (2) NDb NDb

GB30 1:500 BSA-GB30 (2) NDb NDb

GB31 1:1000 BSA-GB31 (2) 13,5 4,1
GB34 1:4000 BSA-GB34 (2) 9,7 2,5
GB33 1:1000 BSA-GB33 (2) 14,4 4,6
GB29 1:1000 α-kasein (4) 6,9 2,1
GB30 1:1000 α-kasein (4) 6,6 1,1
GB31 1:500 α-kasein (10) 11,4 2,6
GB33 1:500 β-kasein (10) 7,6 2,8

a Koncentrace v roztoku pro imobilizaci, b nebylo moûnÈ sestrojit kalibraËnÌ k¯ivku pro stanovenÌ peptidu (peptid v roztoku
neinhiboval interakci protil·tky s l·tkou imobilizovanou na pevnou f·zi)

bilizaci ve spojitosti s konkrÈtnÌ koncentracÌ p¯ÌsluönÈ proti-
l·tky. Aplikovan˝ experiment p¯edstavoval proceduru prezen-
tovanÈ metody ELISA bez p¯id·v·nÌ roztoku analytu do kom-
petice. JednotlivÈ ¯·dky a sloupce jamek na destiËk·ch se liöily
koncentracÌ antigenu v roztoku pro imobilizaci a koncentracÌ
ÑprvnÌì protil·tky. NamÏ¯enÈ hodnoty absorbancÌ odpovÌdajÌ
parametru D v rovnici (1) (hornÌ asymptota kalibraËnÌ k¯ivky).
VhodnÈ pro dalöÌ experimenty ELISA jsou takovÈ dvojice
hodnot koncentracÌ uveden˝ch imunoreagenciÌ, p¯i kter˝ch je
dosaûeno absorbance v rozpÏtÌ hodnot 0,8 aû 1,5.

V experimentech, kdy byl na stÏny jamek imobilizov·n
konjug·t  p¯ÌsluönÈho peptidu s BSA, se poda¯ilo sestrojit
kalibraËnÌ k¯ivky pouze pro peptidy GB31, GB34 a GB33.
Tabulka I sumarizuje d˘leûitÈ parametry tÏchto kalibraËnÌch
k¯ivek. Pro koncentrace uveden˝ch peptid˘ blÌzk˝ch hodnotÏ
c50% byla hodnota relativnÌ smÏrodatnÈ odchylky menöÌ neû
12 % (pro deset stanovenÌ v r·mci jednÈ destiËky) a menöÌ neû
9 % (pro stanovenÌ na Ëty¯ech destiËk·ch). P¯Ìklady k¯ivek

zÌskan˝ch v tomto systÈmu s protil·tkami proti GB34 jsou
uvedeny na obr. 1. Pro vöechny t¯i zmÌnÏnÈ peptidy lze shr-
nout, ûe interakci protil·tky s konjug·tem BSA-peptid fixo-
van˝m na pevnou f·zi v˘bec neinhibuje BSA, do znaËnÈ mÌry
ji inhibuje kasein, ze kterÈho peptid poch·zÌ, mnohem vÌce
vöak p¯Ìsluön˝ peptid a jeho konjug·t s BSA. Zb˝vajÌcÌ dva
peptidy (GB29 a GB30) ani ve vysok˝ch koncentracÌch ne-
zp˘sobily v˝znamnÈ snÌûenÌ hodnoty absorbance dosahovanÈ
v systÈmu s nulovou koncentracÌ peptidu v roztoku. To vypo-
vÌd· o tom, ûe schopnost interagovat s protil·tkou m· kon-
jug·t, ale ne samotn˝ peptid. M˘ûe to b˝t zp˘sobeno tÌm, ûe
se jedn· o pomÏrnÏ kr·tkÈ peptidy (tetrapeptid a pentapeptid).
DosavadnÌ pr·ce o imunochemickÈm stanovenÌ kaseinov˝ch
peptid˘ se zab˝vajÌ strukturami s 10ñ20 aminokyselinov˝mi
zbytky14,15.

Bylo zjiötÏno, ûe α-kasein interaguje s protil·tkami proti
GB29, GB30, GB31 a GB34 a ûe β-kasein interaguje s pro-
til·tkami proti GB33. TÈto skuteËnosti jsme vyuûili pro sesta-

Obr. 1. KalibraËnÌ k¯ivky pro r˘znÈ kompetitory v systÈmu ELI-
SA s imobilizovan˝m konjug·tem BSA-GB34 a s protil·tkami
proti tomuto konjug·tu: u peptid GB34, ¨ BSA, l α-kasein, n
konjug·t BSA-GB34

Obr. 2. KalibraËnÌ k¯ivky v systÈmu ELISA s imobilizovan˝m
kaseinem a s protil·tkami proti p¯ÌsluönÈmu konjug·tu BSA-pep-
tid: n GB29,u GB30,o GB31, l GB33
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venÌ ELISA, p¯i kter˝ch je na stÏny jamek imobilizov·n ka-
sein, jehoû souË·stÌ je sekvence sledovanÈho peptidu. Ve vöech
p¯Ìpadech bylo moûno sestrojit kalibraËnÌ k¯ivky (obr. 2). Pro
koncentrace analyt˘ blÌzk˝ch c50% byla hodnota relativnÌ smÏ-
rodatnÈ odchylky menöÌ neû 15 % (pro stanovenÌ v r·mci jednÈ
destiËky) a menöÌ neû 11 % (pro stanovenÌ na t¯ech destiË-
k·ch). Z d˘vodu interakce kasein˘ s protil·tkami proti pepti-
d˘m musÌ b˝t p¯ed imunochemick˝m stanovenÌm tÏchto pep-
tid˘ v extraktech s˝r˘ p¯edem odstranÏny proteiny a vyso-
komolekul·rnÌ peptidy.

Z·vÏr

Za pouûitÌ polyklon·lnÌch protil·tek proti peptid˘m byly
vypracov·ny a charakterizov·ny analytickÈ postupy kompeti-
tivnÌ nep¯ÌmÈ enzymovÈ imunoanal˝zy. DetekËnÌ limity pro
jednotlivÈ peptidy se pohybovaly v rozmezÌ 1ñ5 µg.cmñ3. Pro
koncentrace ve st¯edu kalibraËnÌ k¯ivky byly stanoveny hod-
noty relativnÌch smÏrodatn˝ch odchylek menöÌ neû 15 %.
PomocÌ v˝öe prezentovan˝ch imunochemick˝ch postup˘ bu-
de sledov·na tvorba ho¯k˝ch peptid˘ bÏhem zr·nÌ s˝r˘ s cÌlem
zjistit podmÌnky, p¯i kter˝ch k jejich tvorbÏ (resp. kumulaci)
nedoch·zÌ.

Pr·ce byla finanËnÏ podporov·na GA »R, je souË·stÌ
projektu GA »R 525/99/1507.
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Five peptides have been targeted to be synthesised which are
correlated to bitter flavour of cheeses. Four are from αs1-casein
(14EVLN17, 17NENLL21, 26APFPQVF32, and 26APFPQVFG33)
and the fifth from β-casein (61PFPGPIPNS69). Using rabbit
polyclonal antibodies raised against conjugates of these pep-
tides with bovine serum albumine, competitive indirect ELI-
SA methods for determination of peptides have been construc-
ted and characterised. The detection limits for individual pep-
tides are in the range 1ñ5 µg.cmñ3. For concentrations in the
centre of standard sigmoid curves, values of relative standard
deviation were estimated to be less than 15 %.
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