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Περίληψη 
 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η ανάπτυξη και χρήση ανοσοενζυµικής 

µεθόδου ELISA για την ακριβή ανίχνευση του είδους γάλακτος που χρησιµοποιείται  για 

την παρασκευή γαλακτοκοµικών προϊόντων. Για το σκοπό αυτό παράχθηκαν αντισώµατα 

έναντι της αίγειας ανοσοσφαιρίνης IgG και έγινε έλεγχος του τίτλου αντισωµάτων µε 

εφαρµογή έµµεσης ELISA. Τα  αντισωµάτα αίγειας IgG παραλήφθησαν µετά από 

καθαρισµό τους µε χρήση χρωµατογραφίας συγγένειας. Για την ανάπτυξη της 

ανοσοενζυµικής µεθόδου χρησιµοποιήθηκαν τα παραπάνω αντισώµατα τα οποία 

αποτέλεσαν το  αντίσωµα δέσµευσης.  

Η µέθοδος εφαρµόστηκε σε µίγµατα γνωστής πρόσµιξης αίγειου γάλακτος σε 

πρόβειο (5-100%). Επίσης ερευνήθηκε η επίδραση της θερµικής επεξεργασίας στην 

αποτελεσµατικότητα της µεθόδου. Παράλληλα πραγµατοποιήθηκε προσδιορισµός της 

σύνθεσης των λιπαρών οξέων στα µίγµατα πρόβειου-αίγειου γάλακτος µε σκοπό την 

ανίχνευση νοθείας µε βάση τη διαφοροποίηση του ποσοστού των λιπαρών οξέων, αλλά 

και σε µίγµατα αγελαδινού-αίγειου και αγελαδινού-πρόβειου. 

Από τα αποτελέσµατα της ανοσοενζυµικής µεθόδου προέκυψε ότι υπήρξε υψηλός 

συντελεστής συσχέτισης (r=0.93) µεταξύ πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού 

αίγειου γάλακτος. Η µέθοδος παρουσίασε υψηλή ακρίβεια µε συντελεστή διακύµανσης 

3.96%. Η µέθοδος, µπορεί να εφαρµοστεί εξίσου αποτελεσµατικά και στους 65ºC για 5 

min, ενώ η θερµική επεξεργασία των 90ºC για 5min επηρέασε την αποτελεσµατικότητα 

της µεθόδου. H θέρµανση του γάλακτος στους 68ºC για 10 min προκάλεσε µείωση του 

ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος κατά 17% ενώ η θέρµανση στους 80°C για 15 

sec προκάλεσε µείωση κατά 11%. 

Από τον προσδιορισµό της σύνθεσης των λιπαρών οξέων στα µίγµατα πρόβειου-

αίγειου παρατηρήθηκε διαφοροποίηση στον C18. Περισσότερες διαφοροποιήσεις 

παρατηρήθηκαν στα µίγµατα αγελαδινού-αίγειου, συγκεκριµένα στα C8, C10, C16, στα 

µικρής και µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα (C4-C16) όπως και στο κλάσµα C12:C10 και 

τέλος στα µίγµατα αγελαδινού-πρόβειου παρατηρήθηκε διαφοροποίηση στα  C8, C10, 

C16, στα µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα (C12-C16) όπως και στο κλάσµα C12:C10.  

 

Λέξεις κλειδιά: ELISA, IgG, νοθεία, λιπαρά οξέα, γάλα 
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Abstract 
 

The purpose of this study was the development and use of an ELISA 

immunoassay method to accurately detect the type of milk used to manufacture dairy 

products. For this purpose, antibodies were produced against goat immunoglobulin IgG 

and became control of titer antibodies by using indirect ELISA. Goat IgG antibodies were 

received after purification by affinity chromatography. For the development of the 

immunoassay method were used the above produced antibodies. 

The method was applied to mixtures of known quantity of goat milk in sheep milk 

(5-100%). Also, was researched the effect of heat treatment on the effectiveness of the 

method. Additionaly, was determined the composition of mixtures of fatty acids in sheep-

goat milk to detect fraud based on the modulation rate of fatty acids, but also of mixtures 

of cows-goats milk and cows-sheep milk. 

  The results of the immunoassay method showed that there was a high correlation 

coefficient (r = 0.93) between real and detectable rate of goat milk. The method showed 

high precision with coefficient of variation, 3.96%. The method can be applied equally 

effectively to 65º C for 5 min, while the thermal treatment of 90º C for 5min affected the 

effectiveness of the method. The heating of milk at 68º C for 10 min caused a reduction in 

detectable percentage of goat's milk by 17% while the heating at 80° C for 15 sec caused 

a decrease of 11%. 

  By determining the composition of mixtures of fatty acids in sheep-goat milk, 

differentiation observed only in C18. More differences were observed in mixtures of 

cows-goats milk, particularly in the C8, C10, C16, small and medium-chain fatty acids 

(C4-C16) as the fraction of C12: C10 and finally in mixtures of cow-sheep milk, variation 

was observed in C8, C10, C16, the medium-chain fatty acids (C12-C16) as the fraction of 

C12: C10. 

 

 

Keywords: ELISA, IgG, fraud, fatty acids, goat milk, sheep milk 
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Πρόλογος 
 

Το γάλα, το τυρί και άλλα γαλακτοκοµικά προϊόντα καταναλώνονται ευρέως σε 

παγκόσµια κλίµακα και έχουν τεράστια εµπορική σηµασία στη βιοµηχανία τροφίµων. Το 

γάλα που χρησιµοποιείται για την παρασκευή τέτοιων προϊόντων προέρχεται από 

διαφορετικά ζωικά είδη όπως αγελαδινό, πρόβειο, αίγειο και βουβαλίσιο. Ενώ το τυρί 

που παράγεται από αγελαδινό γάλα, κυριαρχεί στην αγορά των περισσότερων χωρών, ένα 

σηµαντικό µέρος της παγκόσµιας αγοράς καταλαµβάνουν και τα τυριά που παράγονται 

από άλλα ζωικά είδη. Συγκεκριµένα οι µεσογειακές χώρες, ανάµεσα στις οποίες και η 

Ελλάδα, παράγουν υψηλής ποιότητας παραδοσιακά τυριά, τα οποία προέρχονται από 

αίγειο, πρόβειο ή βουβαλίσιο γάλα (π.χ. φέτα, ροκφόρ και µοτσαρέλλα). Η σύσταση του 

γάλακτος διαφορετικών ζωικών ειδών επηρεάζει τη χαρακτηριστική γεύση και τις 

οργανοληπτικές ιδιότητες του κάθε τυριού (Haza et al., 1996). 

 Η χρήση άλλου ζωικού είδους γάλακτος σε διάφορες αναλογίες από εκείνου που 

καθιερωµένα παράγεται το κάθε είδος τυριού (και τα χαρακτηρίζει) αποτελεί νοθεία. 

Έτσι συνήθως αναµιγνύονται ποσότητες γάλακτος από διαφορετικά ζωικά είδη µε σκοπό 

κυρίως την µείωση του κόστους παραγωγής. Η νοθεία στο γάλα που χρησιµοποιείται για 

την παρασκευή τυριών οδηγεί εποµένως σε ένα τελικό προϊόν κατώτερο των προσδοκιών 

του καταναλωτή (Maudet & Taberlet, 2001).  

Η αυξηµένη τιµή του γάλακτος, καθώς και η εποχική διακύµανση στην 

διαθεσιµότητα του πρόβειου και του αίγειου γάλακτος, οδηγούν στην υιοθέτηση µιας 

επικερδούς τακτικής των παρασκευαστών τυριών, η οποία συνίσταται στην νοθεία των 

πιο ακριβών γαλάτων µε αγελαδινό, ούτως ώστε να µειώσουν το κόστος παραγωγής και 

να αυξήσουν το περιθώριο κέρδους (Maudet & Taberlet, 2001). Οι παρασκευαστές 

τροφίµων είναι υποχρεωµένοι να δηλώνουν την προέλευση του είδους του γάλακτος που 

χρησιµοποιούν για την παρασκευή τυριών και άλλων γαλακτοκοµικών προϊόντων 

(European Commission, 2001). Κάποιοι καταναλωτές αποφεύγουν το αγελαδινό γάλα για 

λόγους υγείας (µη ανεκτικότητα, δυσανεξία ή αλλεργία) (Sampson, 2003), 

θρησκευτικούς, ηθικούς ή ακόµη και λόγω διαφορετικής κουλτούρας (Shatenstein & 

Ghadirian, 1998). Έτσι, από πλευράς νοµικής και για την προστασία του καταναλωτή και 

τη στήριξη της  εµπιστοσύνης του, τα τυριά πρέπει να είναι αυθεντικά και η ετικέτα να 

δηλώνει απόλυτα το περιεχόµενό τους (Moatsou & Anifantakis, 2003). Εποµένως, 
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αποτελεί αναγκαιότητα η δυνατότητα της ακριβούς εκτίµησης των ζωικών ειδών 

γάλακτος που χρησιµοποιούνται στα γαλακτοκοµικά προϊόντα, κυρίως για τα υψηλής 

ποιότητας τυριά που παρασκευάζονται αποκλειστικά µε πρόβειο ή αίγειο γάλα, πολλά 

από τα οποία έχουν χαρακτηριστεί από τον Ευρωπαϊκό κανονισµό ως προϊόντα ΠΟΠ 

(Προστατευόµενης Ονοµασίας Προέλευσης) (Bottero et al., 2002). 
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Κεφάλαιο 1 
 

1.1 Ανίχνευση νοθείας 
 

Σήµερα, υπάρχει η ανάγκη για την ύπαρξη γρήγορων, αποτελεσµατικών, µε 

µεγάλη ευαισθησία και ειδικότητα, αξιόπιστων µεθόδων ελέγχου, µε τις οποίες να µπορεί 

να προσδιοριστεί η ακριβής σύνθεση του γάλακτος από το οποίο προέρχεται κάποιο τυρί 

ή οποιοδήποτε άλλο γαλακτοκοµικό προϊόν (López-Calleja et al., 2006). Τα τελευταία 

χρόνια έχουν αναπτυχθεί πολλές αναλυτικές εργαστηριακές τεχνικές για την ανίχνευση 

και τον προσδιορισµό των λιπών ή των πρωτεϊνών σε µίγµατα γάλακτος από 

διαφορετικά ζωικά είδη για την αντιµετώπιση της νοθείας.  

Έτσι κάποιες µέθοδοι βασίζονται στον προσδιορισµό της σύνθεσης του λίπους 

του γάλακτος όπως η αναλογία των διακριτών λιπαρών οξέων ή το προφίλ των 

τριγλυκεριδίων. Στη περίπτωση αυτή βασικό µειονέκτηµα αποτελεί το γεγονός ότι 

οποιαδήποτε νοθεία µε άπαχο γάλα δεν µπορεί να ανιχνευθεί. 

Για το λόγο αυτό, εφαρµόζονται οι πλέον εξειδικευµένες τεχνικές που βασίζονται 

στην ανάλυση των πρωτεϊνών µε βασικότερες τις ανοσολογικές. Οι µέθοδοι που 

χρησιµοποιούνται είναι η ηλεκτροφόρηση, η χρωµατογραφία και οι µοριακές τεχνικές, 

όπως η PCR (Mayer, 2005).  

 

1.1.1 Σηµεία αυθεντικότητας γάλακτος και γαλακτοκοµικών προϊόντων 

 

Γενικά, τα σηµεία αυθεντικότητας εµπίπτουν σε µια τουλάχιστον από τις κάτωθι 

κατηγορίες:  

α) µη συµβατότητα µε τις νοµοθετικές απαιτήσεις (πρότυπα προϊόντα), όπως: 

• µέγιστη/ελάχιστη περιεκτικότητα σε νερό,  

• ΣΥΑΛ και λίπος σε βασικά γαλακτοκοµικά προϊόντα (βούτυρο, τυρί, γιαούρτι, 

κλπ.) 

• γεωγραφική προέλευση του προϊόντος 

β) παράνοµη προσθήκη βασικών συστατικών γαλακτοκοµικής ή µη προέλευσης όπως: 

• αραίωση του γάλακτος µε νερό 

• γάλα διαφορετικών ζωικών ειδών 
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• προσθήκη µη γαλακτοκοµικών πρωτεϊνών 

• αλλαγή του κλάσµατος καζεΐνες/πρωτεΐνες ορού 

• προσθήκη βουτυρογάλακτος ή σκόνης ορού σε σκόνη γάλακτος 

• προσθήκη φυτικών ή  άλλων ζωικών λιπιδίων στο λίπος γάλακτος 

• µη εγκεκριµένα συντηρητικά 

γ) µη συµβατότητα όσον αφορά τη χρήση βασικών τεχνολογικών διαδικασιών 

• θερµική επεξεργασία 

• ωρίµανση τυριών 

• τεχνολογία µεµβρανών 

Οποιοδήποτε είδος νοθείας και αν διαπράττεται, η διαπίστωση της 

αυθεντικότητας βασίζεται είτε σε µια βασική διαφορά µεταξύ του γνήσιου προϊόντος και 

του νοθευµένου, είτε σε καλή γνώση της σύνθεσής τους καθώς και των πιθανών 

διακυµάνσεων στα όρια της σύστασής τους. Για παράδειγµα η ανίχνευση ξένων 

πρωτεϊνών που προστίθενται στο γάλα ενός συγκεκριµένου είδους, µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί ανιχνεύοντας τις διαφορές της ηλεκτροφορητικής τους κινητικότητας. 

Εκεί λοιπόν, τυχόν βασική ανοµοιοµορφία χρησιµοποιείται για τον έλεγχο της 

καθαρότητας του προϊόντος. Αν δεν υπάρχουν απτές διαφορές, τα στοιχεία της σύστασης 

των αυθεντικών δειγµάτων πρέπει να συλλεχθούν και να ληφθούν υπόψη όλες οι πιθανές 

φυσικές διακυµάνσεις όπως η φυλή του ζώου, το στάδιο της γαλακτικής περιόδου, το 

παραγωγικό σύστηµα, η γεωγραφική προέλευση κλπ. Η αυθεντικότητα του προϊόντος 

επιβεβαιώνεται όταν τα προσδιοριζόµενα στοιχεία της σύστασής του ταιριάζουν στα 

στοιχεία εκείνα που αντιπροσωπεύουν τα αυθεντικά δείγµατα (Smit, 2003). 

 

1.1.2 Μέθοδοι ανίχνευσης νοθείας 

 

Όπως προαναφέρθηκε, οι σύγχρονοι µέθοδοι νοθείας βασίζονται στις διαφορές 

µεταξύ των πρωτεϊνικών κλασµάτων των τριών ζωικών ειδών γάλακτος και 

διακρίνονται ανάλογα µε την µέθοδο προσδιορισµού σε χρωµατογραφικές, και 

ηλεκτροφορητικές (Ανυφαντάκης, 2004). Μέχρι σήµερα έχουν χρησιµοποιηθεί 

ηλεκτροφόρηση, ισοηλεκτρικός εστιασµός (IEF), τριχοειδής ηλεκτροφόρηση (CE), υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης ανεστραµµένης φάσης (RP HPLC), υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης ιοντοανταλλαγής (IE HPLC), χρωµατογραφία 

E. Fragkiadaki
Αυτά πως αποδεικνύονται??????
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υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων (HIC), ανοσοχηµικές µέθοδοι (ELISA), τεχνικές PCR και 

η φασµατοµετρία µαζών (Borkova & Snaselova, 2005).  

Η σύγχρονη  µέθοδος αναφοράς από την Ευρωπαϊκή Ένωση για την ανίχνευση 

του αγελαδινού γάλακτος είναι ο ισοηλεκτρικός εστιασµός της β-καζεΐνης (IsoElectric 

Focusing, IEF) (Commission Regulation (EC) No. 1081/96 of 14 June 1996). Ωστόσο, η 

ανίχνευση της νοθείας ενός είδους γάλακτος µε άλλο που βασίζεται στην ανάλυση των 

πρωτεϊνών του γάλακτος είναι ιδιαίτερα περίπλοκη αφού η σύστασή τους ποικίλει τόσο 

µεταξύ των διαφόρων ζωικών ειδών όσο και µεταξύ του ίδιου ζωικού είδους. Ο 

ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών περιπλέκεται από την ύπαρξη γενετικού και µη 

γενετικού πολυµορφισµού και από την τεχνολογική επεξεργασία του γάλακτος (π.χ. 

θέρµανση κλπ) (Borkova & Snaselova, 2005). 

Στον Πίνακα 1-1 παρουσιάζονται συστατικά των πρωτεϊνών που 

χρησιµοποιούνται ως δείκτες για την ανίχνευση διαφόρων ειδών γάλακτος και οι 

αντίστοιχες τεχνικές που χρησιµοποιούνται. 

Ο προσδιορισµός πρωτεϊνών µε  χρωµατογραφικές και ηλεκτροφορητικές 

τεχνικές παρόλο που έχουν σηµαντική αξία σε πολλές περιπτώσεις, δεν είναι εύκολα 

εφαρµόσιµες για αναλύσεις δειγµάτων ρουτίνας επειδή είναι σχετικά δαπανηρές, 

χρονοβόρες και πολύπλοκες στην εκτέλεση (Asensio et al., 2008). Έτσι, είναι µειωµένης 

διαγνωστικής αξίας όσον αφορά τους ελέγχους ρουτίνας για νοθεία στο γάλα και το τυρί 

(Colak et al., 2006).  

Οι µέθοδοι προσδιορισµού µε µοριακές τεχνικές είναι οι πιο ακριβείς και 

ευαίσθητες για την ανίχνευση αυθεντικότητας των συστατικών των τροφίµων. Απαιτούν 

όµως, δαπανηρό εργαστηριακό εξοπλισµό και έναν σηµαντικό βαθµό εµπειρίας. 

Εναλλακτικά των παραπάνω συνιστάται ο προσδιορισµός των πρωτεϊνών µε εφαρµογή  

ανοσολογικών τεχνικών οι οποίες µπορεί να χρησιµοποιηθούν για να µειώσουν τον 

χρόνο διενέργειας των ελέγχων ρουτίνας και τη δαπάνη, δίνοντας εξίσου αξιόπιστα 

αποτελέσµατα για τη νοθεία (Asensio et al., 2008). 
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Πίνακας 1-1: Συστατικά των πρωτεϊνών που χρησιµοποιούνται ως δείκτες για την 

ανίχνευση διαφόρων ειδών γάλακτος (Borkova & Snaselova, 2005) 

 

Τεχνικές   Συστατικό δείκτης      

Ηλεκτροφορητικές 

     Ηλεκτροφόρηση  βοεια παρα-κ-καζεΐνη 

    βόεια αs1-καζεΐνη 

    βόεια α-καζεΐνη 

Ισοηλεκτρικός  βόεια γ2 και γ3 καζεΐνη, µέθοδος αναφοράς της ΕΕ 

    εστιασµός  αίγεια και πρόβεια παρα-κ-καζεΐνη 

      Τριχοειδής   αίγεια α-γαλακταλβουµίνη και βόεια β-γαλακτοσφαιρίνη  

       ηλεκτροφόρηση  πλήρης ανάλυση βόειων καζεϊνών και πρωτεϊνών ορού 

πλήρης ανάλυση βόειων, πρόβειων και αίγειων καζεϊνών 

και πρωτεϊνών ορού 

βόεια αs1-καζεΐνη 

Χρωµατογραφικές 

RP HPLC  βόεια, αίγεια και πρόβεια β-γαλακτοσφαιρίνη 

    βόεια α-γαλακτοσφαιρίνη και β-γαλακτοσφαιρίνη Β 

    βόεια α-καζεΐνη 

HIC   βόεια, αίγεια και πρόβεια αs1-, αs2-, β- και κ- καζεΐνη 

Φασµατοµετρία µαζών  

MALDI-MS  βόεια α-γαλακταλβουµίνη, β-γαλακτοσφαιρίνη Α και Β 

Ανοσολογικές   

         Έµµεση ELISA  βόεια κ-καζεΐνη 

    βόεια ανοσοσφαιρίνη G 

    αίγεια αs2-καζεΐνη 

    βόεια β-καζεΐνη 

    βόεια αs1-καζεΐνη 

Sandwich ELISA          βόεια β-καζεΐνη 

    αίγειες πρωτεΐνες ορού 

    βόεια β-γαλακτοσφαιρίνη 

 

E. Fragkiadaki
Θα τις βάλεις στο τέλος χωριστά…..τις ανοσολογικές
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1.2 Πρωτεΐνες ορού γάλακτος 

 

Το γάλα έχει ένα σύστηµα πρωτεϊνών, το οποίο αποτελείται από δυο βασικές 

οικογένειες πρωτεϊνών: τις καζεΐνες (µη διαλυτές) και τις πρωτεΐνες του ορού (διαλυτές). 

Οι καζεΐνες αποτελούν το 80% (w/w) των συνολικών πρωτεϊνών και µπορούν εύκολα να 

διαχωριστούν από το άπαχο γάλα µέσω ισοηλεκτρικής κατακρήµνισης (µε προσθήκη 

οξέος ή in situ παραγωγή οξέος) ή µέσω πήξης µε πυτιά. Προϊόν και των δυο αυτών 

µεθόδων είναι ο ορός. Οι πρωτεΐνες του ορού είναι  σφαιρικά µόρια µε βασικό συστατικό 

ένα µοτίβο α-έλικας, στο οποίο τα όξινα/βασικά και υδροφοβικά/υδροφιλικά αµινοξέα 

είναι κατανεµηµένα µε αρκετά ισορροπηµένο τρόπο κατά µήκος της πολυπεπτιδικής τους 

αλυσίδας. Το προφίλ των πρωτεϊνών του ορού, συµπεριλαµβανοµένων γενικών χηµικών 

και φυσικοχηµικών ιδιοτήτων απεικονίζεται στον πίνακα 1-2. (Madureira et al., 2007). Οι 

πρωτεΐνες του ορού περιλαµβάνουν την β-γαλακτοσφαιρίνη (β-Lg), την α-

γαλακταλβουµίνη (α-La), ανοσοσφαιρίνες (Ig), αλβουµίνη του ορού (BSA), λακτοφερίνη 

(BLF) και λακτοϋπεροξειδάση (LP) µαζί µε άλλα συστατικά που βρίσκονται σε πολύ 

µικρή ποσότητα.  

 

Πίνακας 1-2: Προφίλ πρωτεϊνών ορού γάλακτος και βασικές ιδιότητες πρωτογενούς 

δοµής (Madureira et al., 2007) 

Πρωτεΐνη  Συγκέντρωση   Μοριακό βάρος              Αριθµός  
      στο γάλα              kDa   αµινοξέων 
               gr/l               

β-γαλακτοσφαιρίνη           1,3         18.277        162 

α-γαλακταλβουµίνη        1,2         14.175        123 

Αλβουµίνη του ορού       

(BSA)          0,4         66.267        582 

Ανοσοσφαιρίνες        0,7         25.000 (ελαφριά 

         (Α, Μ και G)           αλυσίδα) & 50.000- 

       70.000 (βαριά αλυσίδα) 

Λακτοφερίνη         0,1         80.000        700 

Λακτοϋπεροξειδάση        0,03         70.000        612 

Γλυκοµακροπεπτίδιο        1,2           6.700          64  
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Η ακριβής συγκέντρωση των πρωτεϊνών του ορού εξαρτάται από τον τύπο του 

ορού (όξινος ή γλυκός), την πηγή του γάλακτος (αγελαδινό, αίγειο ή πρόβειο), την εποχή 

του έτους, τον τύπο της διατροφής, το στάδιο της γαλακτικής περιόδου και την 

επεξεργασία του γάλακτος (Madureira et al., 2007). 

  Οι Pintado et al., 1999 εντόπισαν βασικές διαφορές στη σύσταση των πρωτεϊνών 

του ορού µεταξύ των τριών ειδών γάλακτος, αγελαδινό, πρόβειο και αίγειο κατά την 

εφαρµογή χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης, από την οποία προέκυψε η σύσταση του 

συµπυκνώµατος πρωτεϊνών (WPC: Whey Protein Concentrate) στις τέσσερις βασικές 

πρωτεΐνες του ορού (Πίν. 1-3). Το πρόβειο παρουσίασε την υψηλότερη συγκέντρωση σε 

β-γαλακτοσφαιρίνη, το αγελαδινό τη µεγαλύτερη συγκέντρωση σε α-γαλακταλβουµίνη 

ενώ το αίγειο την υψηλότερη συγκέντρωση σε ανοσοσφαιρίνη G. Το αίγειο συµπύκνωµα 

πρωτεϊνών παρουσίασε το υψηλότερο κλάσµα σε IgG, ενώ το αγελαδινό το χαµηλότερο. 

Αντίστοιχα αποτελέσµατα προέκυψαν και για την BSA του πρόβειου και αίγειου 

συµπυκνώµατος, όπου η χαµηλότερη τιµή για την πρωτεΐνη αυτή βρέθηκε στο αγελαδινό 

συµπύκνωµα. H β-Lg ήταν η πιο άφθονη πρωτεΐνη σε όλα τα συµπυκνώµατα (περίπου το 

50% των ολικών πρωτεϊνών), όπως δηλαδή συµβαίνει και στον κανονικό ορό γάλακτος 

(Pintado et al., 1999).  

 

Πίνακας 1-3: Συγκέντρωση των βασικότερων πρωτεϊνών του WPC (whey protein 

concentrate) αγελαδινού, πρόβειου και αίγειου ορού (Pintado et al., 1999). 

         WPC (g/100g) 

Πρωτεΐνη        Πρόβειο    Αίγειο                   Αγελαδινό 

IgG           7.32     9.80             6.16 

BSA           7.97                7.82             6.12 

β-Lg         52.54    48.17           47.33 

α-La         24.90    27.14           36.91 

 

1.2.1 Ανοσοσφαιρίνες 

 

Πρωτεϊνικά µόρια τα οποία συνδέονται ειδικά µε αντιγόνα καλούνται αντισώµατα 

[antibodies, ab(s)]. Οι πρωτεΐνες που έχουν αντισωµατική δράση αναφέρονται ως 

ανοσοσφαιρίνες (Immunoglobulins – Ig(s)) και χαρακτηρίζονται ως γ-σφαιρίνες µε 

µοριακά βάρη κυµαινόµενα από 150.000 ως 900.000 KD (Kilo Daltons). Όλες οι 
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ανοσοσφαιρίνες έχουν την ίδια βασική δοµή και αποτελούνται από τέσσερις 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες, δύο µεγάλες  (ή βαριές) και δύο µικρές (ή ελαφριές).   

Με βάση διαφορές στις καθοριστικές οµάδες του µορίου των ανοσοσφαιρινών, οι 

βαριές αλυσίδες διακρίνονται σε πέντε είδη, την γ, α, µ, δ, και ε και οι ελαφριές αλυσίδες 

σε δύο είδη, την κ και λ. Το µόριο της ανοσοσφαιρίνης αποτελείται από δύο 

πανοµοιότυπες βαριές και δύο πανοµοιότυπες ελαφριές αλυσίδες. Ανάλογα µε το είδος 

της βαριάς αλυσίδας διακρίνονται πέντε τάξεις (ή κλάσεις) ανοσοσφαιρινών, οι: IgG, 

IgA, IgM, IgD και ΙgΕ. Τα µόρια των Igs παράγονται από τα πλασµατοκύτταρα, τελικά 

κύτταρα των Β λεµφοκυττάρων (∆ηµητρακόπουλος, 1994).  

 

 

 

Εικόνα 1-1: Οι πέντε τάξεις των ανοσοσφαιρινών 

Πηγή:http://www.cartage.org.lb/en/themes/sciences/lifescience/generalbiology/physiology/LymphaticSyste

m/Antibodymediated/Antibodymediated.htm 

 

Οι ανοσοσφαιρίνες (αντισώµατα) είναι προστατευτικές πρωτεΐνες, οι οποίες είναι 

πολύ σηµαντικές για τη µεταφορά παθητικής ανοσίας από τη µητέρα στο νεογνό. Τα 

νεογνά των θηλαστικών γεννιούνται µε ανώριµο ανοσοποιητικό σύστηµα, οπότε οι 

ανοσοσφαιρίνες της παθητικής ανοσίας παρουσιάζουν αντιγονική δράση και τα 

προστατεύουν , µέχρι να αναπτύξουν δικά τους αντισώµατα (Campanella et al., 2009). Οι 

ανοσοσφαιρίνες υφίστανται µεταγεννητική µεταφορά µέσω του πρωτογάλακτος, αφού ο 

πλακούντας δεν επιτρέπει συνήθως την µεταφορά µακροµορίων (Madureira et al., 2007).  
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Οι εκκρίσεις γάλακτος (ορός και γάλα) περιέχουν τις τρεις βασικές τάξεις 

ανοσοσφαιρινών, τις: IgG, IgM και IgA. Αυτές µεταφέρονται µέσω του ορού του αίµατος 

στο µαστικό αδένα, ως αποτέλεσµα του οποίου είναι το πρωτόγαλα να περιέχει πολύ 

υψηλή συγκέντρωση ανοσοσφαιρινών (40-200 mg/ml). Οι ανοσοσφαιρίνες µειώνονται 

προοδευτικά µέσα σε µερικές ηµέρες µετά τον τοκετό και φτάνουν σε συγκέντρωση της 

τάξεως του 0,7-1,0 mg/ml (Korhonen et al., 2000). Η ανοσοσφαιρίνη G (IgG µε 

υποκλάσεις IgG1 και IgG2) είναι το βασικότερο ανοσοσυστατικό του πρωτογάλακτος. 

Τα επίπεδα των διαφόρων τάξεων ανοσοσφαιρινών αγελάδας και γυναίκας δίνονται 

ενδεικτικά στον Πίνακα 1-4 (Gapper et al., 2007). 

 

Πίνακας 1-4: Συγκέντρωση ανοσοσφαιρινών σε ορό αίµατος, σε ορό γάλακτος και γάλα 

αγελάδας και γυναίκας (Gapper et al., 2007).  

 Είδος  Ανοσοσφαιρίνες                        Συγκέντρωση (mg/ml) 

                Ορός αίµατος        Πρωτόγαλα                 Γάλα 

Αγελάδα Ολική IgG     25.0             32-212                     0.72 

  IgG1      14.0   20-200          0.60 

  IgG2      11.0   12.0          0.12 

  IgA        0.4   3.5          0.13 

  IgM        3.1   8.7          0.04 

Γυναίκα          Ολική IgG     12.1   0.4          0.04 

  IgA        2.5   17.4          1.00 

  IgM        0.9   1.6          0.10 

 

Στα µηρυκαστικά, η κυρίαρχη ανοσοσφαιρίνη του γάλακτος IgG1, προέρχεται 

κυρίως από το αίµα και µεταφέρεται διαµέσου των αδενοκυψελίδων µέσω ενός 

µηχανισµού ενεργού υποδοχέα. Η IgG2 επίσης προέρχεται από το αίµα ή συντίθεται από 

τα πλασµατοκύτταρα ή τα επιθηλιακά κύτταρα του µαστικού αδένα και µεταφέρεται στα 

µαστικά εκκριτικά κύτταρα. Η IgA και η IgM επίσης συντίθενται από τα 

πλασµατοκύτταρα ή τα επιθηλιακά κύτταρα του µαστικού αδένα. Οι ανοσοσφαιρίνες 

συσσωρεύονται στο µαστικό αδένα κατά τη διάρκεια της προ του τοκετού ξηράς 

περιόδου και µετά εκκρίνονται στο πρωτόγαλα και το γάλα. Η IgG1 αποτελεί περίπου το 

80% της ολικής IgG που περιέχεται στο αγελαδινό γάλα, ενώ η κυριάρχη ανοσοσφαιρίνη 

στα περισσότερα υπόλοιπα είδη γάλακτος, των µονογαστρικών θηλαστικών, 
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συµπεριλαµβανοµένου και του ανθρώπινου, είναι η ανοσοσφαιρίνη IgA (Gapper et al., 

2007). 

 

1.2.1.1. ∆οµή ανοσοσφαιρινών IgG 

 

Το µόριο της ΙgG αποτελείται από δύο βαριές αλυσίδες γ που ανήκουν στην ίδια 

υποτάξη και φέρουν τους ίδιους αλλότυπους. Το µοριακό βάρος της ΙgG είναι 150.000 

KD. Αποτελεί το 80% των ανοσοσφαιρινών του ορού του αίµατος και των εσωτερικών 

εκκρίσεων. Η µεγάλη συγκέντρωσή της στον ορό είναι αποτέλεσµα του µεγάλου ρυθµού 

συνθέσεων και του µικρού ρυθµού καταβολισµού της συγκεκριµένης ανοσοσφαιρίνης. 

Αντιγονικές καθοριστικές οµάδες, επίτοποι, στο σταθερό τµήµα διαχωρίζουν την γ 

αλυσίδα σε τέσσερις υποτάξεις (ισότυπους), ενώ άλλες καθοριστικές οµάδες στο ίδιο 

τµήµα διαχωρίζουν περαιτέρω τις υποτάξεις σε αλλότυπους. Το µόριο της IgG είναι 

σταθερό στους 56ο – 60ο C και διατηρείται για µεγάλο χρονικό διάστηµα στη 

θερµοκρασία ψυγείου (+4ο C). Σε κάθε αντιγονικό ερεθισµό πρώτη παράγεται η IgM σε 

µικρά ποσά και ακολουθεί η παραγωγή της IgG σε µεγαλύτερη αναλογία. Η παραγωγή 

της IgG προσφέρει στον οργανισµό ανοσολογική µνήµη. Κατά την δεύτερη χορήγηση 

του ίδιου αντιγόνου πρώτη παράγεται πάλι η IgM σε µικρά ποσά, και ακολουθεί η 

παραγωγή πολύ µεγάλων ποσοτήτων IgG. Το ίδιο επαναλαµβάνεται και κατά τις 

αναµνηστικές χορηγήσεις του αντιγόνου (∆ηµητρακόπουλος, 1994). 

Η IgG αποτελείται από δύο πανοµοιότυπες βαριές αλυσίδες (Η) και δύο 

πανοµοιότυπες ελαφριές αλυσίδες (L) µε κάθε µια να περιέχει µία µεταβλητή και µία 

σταθερή περιοχή (Εικ. 1-2). Οι τέσσερις αλυσίδες συνδέονται έτσι ώστε να σχηµατίζουν 

ένα µόριο µε µορφή Υ. Κάθε ελαφριά αλυσίδα συνδέεται µε µια βαριά και οι δύο βαριές 

αλυσίδες συνδέονται µεταξύ τους µε δισουλφιδικούς δεσµούς. Η κάθε ελαφριά αλυσίδα 

αποτελείται από µία µεταβλητή (VL) και µια σταθερή περιοχή (CL), ενώ η κάθε βαριά 

αλυσίδα αποτελείται από µία µεταβλητή και τρεις ή τέσσερις σταθερές περιοχές. Κάθε 

µεταβλητή περιοχή της βαριάς αλυσίδας (VH) ή της ελαφριάς αλυσίδας (VL) περιέχει 

τρεις υπερµεταβλητές περιοχές (CDRs). Από τις τρεις περιοχές αυτές η µεγαλύτερη 

µεταβλητότητα συγκεντρώνεται στην CDR3, που βρίσκεται στο σηµείο σύνδεσης C και 

V. Η V είναι η περιοχή που συνεισφέρει περισσότερο στην πρόσδεση του αντιγόνου. Τα 

τµήµατα των µορίων των αντισωµάτων συχνά ονοµάζονται µε βάση τις ιδιότητες των 

πρωτεολυτικών κλασµάτων των ανοσοσφαιρινών. Το κλάσµα ενός αντισώµατος που 
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περιέχει µια ολόκληρη ελαφριά αλυσίδα συνδεδεµένη µε την περιοχή V και την πρώτη 

περιοχή C της βαριάς αλυσίδας είναι αυτό που περιέχει το τµήµα του αντισώµατος που 

απαιτείται για την αναγνώριση του αντιγόνου και ονοµάζεται Fab (Fragment antigen 

binding, κλάσµα πρόσδεσης αντιγόνου). Οι υπόλοιπες C περιοχές αποτελούν την Fc 

περιοχή ή κρυσταλλικό κλάσµα (Fragment crystalline) επειδή τείνει να σχηµατίζει 

κρυστάλλους όταν βρίσκεται σε διάλυµα. Σε κάθε µόριο ανοσοσφαιρίνης υπάρχουν δύο 

µόρια Fab που προσδένονται µε το αντιγόνο και ένα τµήµα Fc που είναι υπεύθυνο για τις 

περισσότερες δραστικές λειτουργίες των αντισωµάτων. Μεταξύ των περιοχών Fab και Fc 

υπάρχει ένα ευλύγιστο τµήµα που καλείται περιοχή άρθρωσης (hinge region). Το 

καρβοξυτελικό άκρο της βαριάς αλυσίδας µπορεί να αγκυροβολεί στην 

κυταροπλασµατική µεµβράνη ή να έχει ένα τελικό τµήµα που στερείται αυτής της 

άγκυρας µε αποτέλεσµα το αντίσωµα να παράγεται στην µορφή εκκρινόµενης πρωτεΐνης. 

Οι ελαφριές αλυσίδες δεν συνδέονται µε την µεµβράνη (Janeway et al, 1999; Abbas & 

Lichtman, 2001). 

 
Εικ. 1-2: Σχηµατική αναπαράσταση ενός µορίου ανοσοσφαιρίνης G (IgG) 

Πηγή: http://www.karstenfaehnrich.de/Immunosensors/immunosensors.htm 

∆ισουλφιδικοί  
∆εσµοί 

∆ισουλφιδικοί  
∆εσµοί 

Ελαφριά 
αλυσίδα
 Βαριά 

αλυσίδα 

Περιοχή 
Άρθρωση

ςς 

Αντιγόνο 

Επίτοπος 

Παράτοπος 

Fab τµήµα 

Fc τµήµα 

http://www.karstenfaehnrich.de/Immunosensors/immunosensors.htm
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1.3 Πηγές αντισωµάτων, η χρήση τους και ο καθαρισµός τους 

 
Κάθε είδος αντισώµατος παράγεται από έναν ειδικό κλώνο κυττάρων του 

πλάσµατος µετά την διαφοροποίησή τους από τα Β-λεµφοκύτταρα. Μετά τον ερεθισµό 

από το αντιγόνο, αυτοί οι κλώνοι πολλαπλασιάζονται και παράγουν σηµαντικές 

ποσότητες του ειδικού αντισώµατος. Τα αντισώµατα αυτά παρουσιάζουν µοναδικές 

ιδιότητες σύνδεσης απέναντι σε ένα µεγάλο αριθµό φυσικών και συνθετικών ουσιών. 

Αυτά τα χαρακτηριστικά οδήγησαν σε σηµαντικές προσπάθειες για την απόκτηση 

τέτοιων αντισωµάτων σε ικανοποιητικές ποσότητες (Huse et al., 2002).  

Ένας αυξανόµενος αριθµός σύγχρονων διαγνωστικών και θεραπευτικών 

τεχνολογιών βασίζεται στην αλληλεπίδραση µεταξύ των αντισωµάτων µε υψηλή 

συγγένεια και των ειδικών τους αντιγόνων, π.χ. ραδιοανοσολογική µέθοδος (RIA, Radio 

ImmunoAssay), ανοσοραδιοµετρική µέθοδος (IRMA, ImmunoRadioMetric Assay), 

ανοσο-ενζυµική µέθοδος (ELISA, enzyme linked immunosorbent assay) ή ειδική blot 

τεχνική (Huse et al., 2002). Οι παραπάνω αναφερόµενες τεχνικές απαιτούν τη χρήση 

αντισωµάτων – πρωτεϊνών σε καθαρή µορφή (Harlow & Lane, 1988). Ο βαθµός 

καθαρότητας των ανοσοσφαιρινών είναι ιδιαίτερης σηµασίας επειδή άλλες ουσίες στην 

αρχική πηγή µπορεί να παρεµποδίσουν την διαδικασία ανίχνευσης (Huse et al., 2002). Οι 

πηγές από τις οποίες αποµονώνονται τα αντισώµατα είναι ο ορός του αίµατος 

(πολυκλωνικά αντισώµατα), το ασκητικό υγρό ή το υπερκείµενο καλλιέργειας µιας 

υβριδωµατικής συνεχούς κυτταρικής σειράς (µονοκλωνικά αντισώµατα) (Harlow & 

Lane, 1988).   

Τα καθαρισµένα αντισώµατα έχουν τις παρακάτω χρήσεις: α) ως θεραπευτικά 

εµβόλια για ασθενείς, β) ως εργαλείο στην έρευνα για κλινικές διαγνώσεις και γ) για την 

βιοχηµική τους ανάλυση (εξειδίκευση, ισότοποι ή κλωνική διαφοροποίηση). Οι 

περισσότερες από αυτές τις εφαρµογές απαιτούν η ικανότητα σύνδεσης των 

ανοσοσφαιρινών να διατηρείται κατά τη διάρκεια όλης της διαδικασίας καθαρισµού 

(Layer et al., 2000).  
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1.3.1 Μέθοδοι καθαρισµού αντισωµάτων 

 

Ο καθαρισµός των αντισωµάτων µπορεί να πραγµατοποιηθεί σύµφωνα µε τις 

φυσικοχηµικές τους ιδιότητες, τη βιολογική τους δραστικότητα ή τον συνδυασµό και των 

δυο (Layer et al., 2000). Υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός µεθόδων που χρησιµοποιούνται 

για τον καθαρισµό των αντισωµάτων. Η σωστή επιλογή της κατάλληλης µεθόδου 

καθαρισµού εξαρτάται από πολλούς παράγοντες συµπεριλαµβανοµένων: της χρήσης για 

την οποία προορίζονται, τα ζωικά είδη στα οποία αναπτύχθηκαν, η κλάση και η 

υποκλάση τους, αν πρόκειται για µονοκλωνικό αντίσωµα, η πηγή η οποία θα αποτελέσει 

το αρχικό υλικό για τον καθαρισµό (Harlow & Lane, 1988), όπως επίσης από την 

ποσότητα και την καθαρότητα του αντισώµατος αλλά και το γενικό κόστος της 

διαδικασίας (Huse et al., 2002). Παρακάτω παρατίθενται εν συντοµία οι πιο σηµαντικές 

µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για τον καθαρισµό των αντισωµάτων. 

 

1.3.1.1 Καθαρισµός µε κατακρήµνιση 

 

Η διαλυτότητα των πρωτεϊνών σε νερό, βασίζεται στην ικανότητα τους να 

σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου µεταξύ πολικών ή ιονικών οµάδων µε τα µόρια του 

νερού (υδροφιλικές αλληλεπιδράσεις). Εξαρτάται δε η διαλυτότητα από τη θερµοκρασία. 

Οποιοσδήποτε εξωτερικός παράγοντας είναι ικανός να τροποποιήσει τους δεσµούς 

υδρογόνου ή να µειώσει την µέση υδροφιλικότητα, µπορεί να µειώσει τη διαλυτότητα 

των πρωτεϊνών και τελικά να οδηγήσει στην κατακρήµνισή τους (Layer et al., 2000). Για 

αυτό το λόγο µπορούν να χρησιµοποιηθούν διαφορετικές διαδικασίες κατακρήµνισης για 

την αποµόνωση των ανοσοσφαιρινών από τα υγρά, όπως αναφέρονται παρακάτω: 

 

Κατακρήµνιση µε χρήση Αιθανόλης (Ethanol Precipitation) 

 

Ο καθαρισµός των ανοσοσφαιρινών IgG µε την χρήση της τεχνικής 

κατακρήµνισης που βασίζεται στην αιθανόλη, αποτελεί τεχνική η οποία  αναπτύχθηκε 

από τους Cohn et al., το 1946, και χρησιµοποιείται µέχρι σήµερα. Αυτή η τεχνική 

προκαλεί κατακρήµνιση των πρωτεϊνών του ορού αυξάνοντας σταδιακά την 

συγκέντρωση της αιθανόλης από 8% σε 40%. Η κατακρήµνιση πραγµατοποιείται στους -

50C για να προστατευτούν οι πρωτεΐνες από την µετουσίωση που µπορεί να προκληθεί 
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από τον οργανικό διαλύτη. Με την χρήση αυτής της µεθόδου µπορεί να παραληφθεί IgG 

καθαρότητας µεγαλύτερης από 90%, αλλά η αξιοποίηση είναι µόλις στο 50-60%. 

 Επιπλέον, αυτή η τεχνική είναι δαπανηρή δεδοµένου της φυγοκέντρησης υπό 

συνθήκες ψύξης που απαιτείται για τον διαχωρισµό των κατακρηµνισµένων πρωτεϊνών 

από το υπερκείµενο. Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται όταν απαιτούνται µεγάλα ποσά 

ανοσοσφαιρινών, κυρίως για θεραπευτικούς σκοπούς (Wang et al., 2009; Layer et al., 

2000). 

 

Κατακρήµνιση µε χρήση θειικού αµµωνίου (Ammonium Sulfate Precipitation) 

 

Ιόντα χαµηλού και υψηλού φορτίου, όπως είναι τα αµµωνιακά, αντικαθιστούν τα 

συνδεδεµένα µόρια νερού όταν βρίσκονται σε ικανοποιητική συγκέντρωση. Αυτό µειώνει 

την διαλυτότητα των πρωτεϊνών και όταν η συγκέντρωση του θειικού αµµωνίου 

αυξάνεται σταδιακά, ακολουθεί κατακρήµνιση των πρωτεϊνών, η οποία πραγµατοποιείται 

µετά και από φυγοκέντρηση. Αποτελεί µια σχετικά οικονοµική τεχνική αλλά µειονεκτεί 

όσον αφορά τη χαµηλή απόδοση και τη χαµηλή καθαρότητα. Το κατακρηµνισµένο 

κλάσµα εκτός από ανοσοσφαιρίνες περιέχει και άλλες πρωτεΐνες του ορού. Αν απαιτείται 

καθαρό προϊόν επιβάλλεται ο συνδυασµός της µεθόδου αυτής µε κάποια άλλη (Wang et 

al., 2009; Layer et al., 2000). 

 

Κατακρήµνιση µε χρήση καπρυλικού οξέος (Caprylic Acid Precipitation) 

 

Η κατακρήµνιση που στηρίζεται στη χρήση καπρυλικού οξέος είναι ακόµα µια 

χαµηλού κόστους τεχνική για τον καθαρισµό των ανοσοσφαιρινών IgG. Η µέθοδος αυτή 

συνίσταται στην κατακρήµνιση των µη ανοσοσφαιρινών µε τη χρήση καπρυλικού οξέος 

σε pH 4,8-6,5. Στη συνέχεια η IgG ανακτάται στο υπερκείµενο που παραλαµβάνεται µετά 

από φυγοκέντρηση. Μειονεκτεί στο ότι µια σηµαντική ποσότητα της IgG παραµένει 

παγιδευµένη µέσα στο καπρυλικό οξύ δηµιουργώντας ιζήµατα, ή κατακρηµνίζεται µαζί 

µε τις µη IgG πρωτεΐνες, περιορίζοντας έτσι την αξιοποίηση της. Επίσης η αλβουµίνη, η 

οποία βρίσκεται σε µεγάλο ποσοστό στον ορό (45mg/ml) δεν µπορεί να κατακρηµνιστεί 

πλήρως. Εποµένως χρειάζεται να συνδυαστεί µε κάποια άλλη µέθοδο για την παραλαβή 

κλασµάτων υψηλής καθαρότητας (Wang et al., 2009; Layer et al., 2000). 
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1.3.1.2 Καθαρισµός µε χρήση χρωµατογραφικών µεθόδων 

 

Στις χρωµατογραφικές διαδικασίες, ενώσεις σε διάλυµα διαχωρίζονται κατά την 

ροή τους µέσα σε ένα επιλεκτικό µέσο το οποίο µεταφέρεται σε µια στήλη. ∆ιαφορετικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των µορίων και του υλικού της στήλης, είναι υπεύθυνες για την 

µετανάστευσή τους µε διάφορες ταχύτητες, ή ακόµη και την πλήρη ακινητοποίησή τους. 

Τα διαχωρισµένα µόρια ανακτώνται στα εκπλύµατα της στήλης. 

Πολλά εµπορικά διαθέσιµα σκευάσµατα, επιτρέπουν διαχωρισµό των πρωτεϊνών, 

σύµφωνα µε τις διάφορες φυσικοχηµικές τους ιδιότητες. Λεπτοµερείς πληροφορίες 

σχετικά µε τη χρήση των µέσων αυτών παρέχονται από τους παρασκευαστές ή µπορεί να 

βρεθούν στη βιβλιογραφία για συγκεκριµένες εφαρµογές (Layer et al., 2000). 

 

Χρωµατογραφία ιοντοαλλαγής (Ion Exchange Chromatography) 

 

 Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται µε εκλεκτικές 

δεσµεύσεις και αποδεσµεύσεις µεταξύ των ιονισµένων συστατικών ενός υγρού και µιας 

στερεάς στατικής φάσης (ρητίνης) που φέρει δραστικές οµάδες στις οποίες συνδέονται 

ευκίνητα ιόντα που µπορούν να ανταλλαγούν µε τα ιόντα του υγρού. Τα προς διαχωρισµό 

συστατικά του µίγµατος βρίσκονται σε ιοντική µορφή µε αντίθετο φορτίο ως προς τη 

στατική φάση και έλκονται σ’ αυτήν µε ηλεκτροστατικές δυνάµεις (Εικ. 1-3). Στη 

συνέχεια οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται µε σταδιακή προσθήκη ενός ρυθµιστικού 

διαλύµατος NaCl (Gapper et al., 2007; Layer et al., 2000). 

Αφού η δύναµη της αλληλεπίδρασης µεταξύ πρωτεΐνης-µέσου εξαρτάται από το 

καθαρό φορτίο της πρωτεΐνης, µια διαδοχική έκλουση µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε 

σταδιακά αυξανόµενη συγκέντρωση άλατος (Layer et al., 2000).  

Επειδή οι ανοσοσφαιρίνες έχουν ένα πιο βασικό ισοηλεκτρικό σηµείο από ότι οι 

περισσότερες άλλες πρωτεΐνες του ορού, η χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για τον καθαρισµό τους. Η µέθοδος αυτή µπορεί να δώσει καθαρά 

αντισώµατα σε ικανοποιητική µορφή αν η αρχική πηγή είναι υπερκείµενο κυτταρικής 

καλλιέργειας ή ασκητικό υγρό, αλλά πρέπει να συνδυαστεί µε µια επιπλέον µέθοδο 

καθαρισµού όταν πρόκειται για δείγµατα ορού. Η µέθοδος αυτή είναι επίσης οικονοµική 

και ενδείκνυται για µεγάλες αρχικές ποσότητες (Layer et al., 2000). 
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 Μεγάλο καθαρό θετικό φορτίο,  Καθαρό θετικό φορτίο, Καθαρό αρνητικό φορτίο,  

 Μεγάλο καθαρό αρνητικό φορτίο 

 

Εικόνα 1-3: Χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής 

Πηγή:http://dolly.biochem.arizona.edu/Bioc462b_Honors_Spring_2009/ighare/techniques.html 

 

Χρωµατογραφία υδροξυ-aπατίτη (Hydroxyapatite Chromatography) 

 

Ο υδροξυ-απατίτης είναι η κρυσταλλική µορφή του φωσφορικού ασβεστίου. Όταν 

µια πρωτεΐνη προστίθεται σε υδροξυαπατίτη, οι θετικά φορτισµένες αµινοµάδες στην 

επιφάνεια της πρωτεΐνης έλκονται από τα φωσφορικά ανιόντα ενώ απωθούνται από τα 

κατιόντα ασβεστίου. Επίσης, οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των φωσφορικών οµάδων και 

των κατιόντων ασβεστίου µε τις καρβοξυλικές οµάδες της πρωτεΐνης εµφανίζονται 

αρκετά ισχυρότερες από µια απλή ηλεκτροστατική έλξη. Μια τυπική χρωµατογραφία µε 

υδροξυαπατίτη, περιλαµβάνει φόρτωµα του δείγµατος µε ρυθµιστικό διάλυµα χαµηλής 

Πολυµερείς χάντρες µε αρνητικά 
φορτισµένες ενεργές οµάδες 

Μίγµα πρωτεϊνών προστίθεται σε 
στήλη που περιέχει 
κατιονανταλλάκτες 

Οι πρωτεΐνες κινούνται στη στήλη µε ρυθµό που 
καθορίζεται από το καθαρό τους φορτίο και το pH που 

εφαρµόζεται. Με τους κατιονανταλλάκτες οι πρωτεΐνες 
που έχουν πιο αρνητικό καθαρό φορτίο κινούνται 

γρηγορότερα και εκλούονται νωρίτερα 
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ιονικής ισχύος και έκλουση της δεσµευµένης όξινης πρωτεΐνης µε αυξανόµενη 

συγκέντρωση φωσφορικών (Bonner, 2007). 

Όταν απαιτούνται κλάσµατα ανοσοσφαιρινών υψηλής καθαρότητας, η µέθοδος 

πρέπει να συνδυαστεί µε άλλη, αναλόγως του αρχικού υλικού (Layer et al., 2000). 

 

Χρωµατογραφία µοριακής διήθησης (Πηκτή Filtration Chromatography) 

 

 Η µήτρα στη χρωµατογραφία µοριακής διήθησης αποτελείται από χάντρες που 

έχουν πόρους διαφόρων µεγεθών. Κατά την ροή του δείγµατος µέσα από την µήτρα, τα 

µεγαλύτερα σε µέγεθος µόρια εξαιρούνται από τις χάντρες. Αυτά µένουν στην κινητή 

φάση και κινούνται γρήγορα. Τα µικρότερα σε µέγεθος µόρια, αναλόγως αρχικά του 

µεγέθους τους αλλά και του σχήµατός τους, διαχέονται περισσότερο ή λιγότερο µέσα 

στους πόρους και κινούνται πιο αργά µέσα στη στήλη (Εικ. 1-4) Έτσι η µέθοδος αυτή 

επιτρέπει το διαχωρισµό των πρωτεϊνών ανάλογα µε το µέγεθός τους (Layer et al., 2000). 

Και η µέθοδος αυτή συνήθως συνδυάζεται µε κάποια άλλη για την παραλαβή 

αντισωµάτων υψηλής καθαρότητας και κυρίως η χρήση της περιορίζεται στον καθαρισµό 

της IgM (Layer et al., 2000). 

 
 

Εικόνα 1-4: Χρωµατογραφία µοριακής διήθησης 

Πηγή: http://www.zampbioworld.org/material/bioch_lab/bc040_a.php 

Αρχικό µίγµα 
µεγάλων και µικρών 
µορίων 

Χάντρες ρητίνης µε 
πόρους 

Τα µικρότερα σε µέγεθος 
µόρια, διαχέονται 
περισσότερο ή λιγότερο µέσα 
στους πόρους και κινούνται 
πιο αργά µέσα στη στήλη 

Κατά την ροή του δείγµατος µέσα 
από την µήτρα, τα µεγαλύτερα σε 
µέγεθος µόρια εξαιρούνται από 
τις χάντρες, µένουν στην κινητή 
φάση και εκλούονται γρήγορα. 
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1.3.1.3 Καθαρισµός µε εφαρµογή χρωµατογραφίας συγγένειας (Affinity 

Chromatography) 

 

Η χρωµατογραφία συγγένειας αποτελεί µια από τις περισσότερο υποσχόµενες 

τεχνικές για καθαρισµό αλλά και ποσοτική ανάλυση της IgG (Gapper et al., 2007).  

Η αποτελεσµατικότητα των καθαρισµών µε χρωµατογραφία συγγένειας βασίζεται 

στην ικανότητα του αντισώµατος να αναγνωρίζει ειδικά έναν προσροφητή συγγένειας, ο 

οποίος αποτελείται από ένα ακινητοποιηµένο πρόσδεµα και τη µήτρα στην οποία δένεται 

το πρόσδεµα (Huse et al., 2002).  

Ο καθαρισµός των ανοσοσφαιρινών µε τεχνικές συγγένειας εκµεταλλεύεται τη 

βασική δοµή τους. ∆ύο γενικές στρατηγικές µπορούν να συναχθούν από την 

αρχιτεκτονική τους. Η πρώτη εκµεταλλεύεται την ειδικότητα του αντιγόνου δέσµευσης, 

ενώ η δεύτερη στοχεύει στο σταθερό µέρος των αντισωµάτων, το τµήµα Fc. Αν και 

υπάρχει µικρή διαφορά στη χρήση του αντιγόνου για τον καθαρισµό, υπάρχουν πολύ 

διαφορετικά προσδέµατα που στοχεύουν το τµήµα Fc (Huse et al., 2002). 

Η µέθοδος αυτή είναι υψηλής ακρίβειας και δίνει ανοσοσφαιρίνες υψηλής 

καθαρότητας. Επίσης αποτελεί µέθοδο ενός βήµατος. Τα µόρια που συνδέονται µε τις 

ανοσοσφαιρίνες ανήκουν σε τρεις βασικές οµάδες: α) τη βακτηριακή πρωτεΐνη Α ή 

πρωτεΐνη G, β) τα ειδικά αντιγόνα, γ) τα µονοειδικά αντισώµατα που προορίζονται για τις 

επιτόπους των ανοσοσφαιρινών (όπως goat anti-human IgG) (Layer et al., 2000). 

 

Αρχή µεθόδου χρωµατογραφίας συγγένειας 

 

Στην χρωµατογραφία συγγένειας, τα δείγµατα που περιέχουν ανοσοσφαιρίνες 

επωάζονται σε µήτρα, η οποία αποτελείται από ένα συνδετικό µόριο της ανοσοσφαιρίνης, 

οµοιοπολικά συνδεδεµένο σε χάντρες χρωµατογραφίας. Τα µη συνδεδεµένα µόρια 

αποµακρύνονται µε πλύσιµο και οι ειδικά συνδεδεµένες ανοσοσφαιρίνες εκλούονται µε 

τη χρήση ενός κατάλληλου ρυθµιστικού διαλύµατος (Εικ. 1-5).   

Μετά την έκλουση, στα κλάσµατα που λαµβάνονται είναι καλύτερα να ακολουθεί 

απευθείας έλεγχος ύπαρξης ανοσοσφαιρινών µε ανιχνευτή υπεριώδους ακτινοβολίας 

(UV) στα 280 nm. Εναλλακτικά, κλάσµατα µπορούν να συλλέγονται και να ελέγχονται 

χωριστά χρησιµοποιώντας είτε απορρόφηση UV ή περισσότερο εξειδικευµένη διαδικασία 

(Layer et al., 2000). 
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Εικόνα 1-5: ∆ιαδικασία παραλαβής αντισωµάτων µέσω της χρωµατογραφίας συγγένειας 

Πηγή:http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/Protein_Properties/protein_purificati

on.htm 

 

 

 

 

Μίγµα 
πρωτεϊνών 

Πρωτεΐνη 
ενδιαφέροντος 

Πρόσδεµα 

Πρόσδεµα ενωµένο µε 
πολυµερή χάντρα 

∆ιάλυµα 
έκλουσης 

Το µίγµα 
πρωτεϊνών 

προστίθεται στη 
στήλη η οποία 

περιέχει το 
δεµένο πρόσδεµα, 
στις πολυµερείς 
χάντρες και είναι 

ειδικό για την 
πρωτεΐνη που µας 

ενδιαφέρει 
(α) 

Οι µη 
επιθυµητές 
πρωτεΐνες 

πλένονται και 
αποµακρύνονται 

από τη στήλη  
(β)  

Οι πρωτεΐνες που  
ενδιαφέρουν 

εκλούονται  µέσω 
του διαλύµατος 

έκλουσης 
(Αίγ) 
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Χρωµατογραφία συγγένειας που χρησιµοποιεί ακινητοποιηµένη πρωτεΐνη G και A 

 

 Αυτή η τεχνική εκµεταλλεύεται την ειδική σύνδεση της IgG σε έναν υποδοχέα 

όπως είναι η πρωτεΐνη G ή η πρωτεΐνη A, οι οποίες είναι οµοιοπολικά συνδεδεµένες στις 

χάντρες χρωµατογραφίας (Gapper et al., 2007). Οι πρωτεΐνες αυτές επειδή συνδέονται µε 

το σταθερό τµήµα Fc των ανοσοσφαιρινών, χαρακτηρίζονται ως Fc υποδοχείς. Η 

πρωτεΐνη Α βρίσκεται µέσα στα βακτηριακά κυτταρικά τοιχώµατα του Staphylococcus 

aureus ενώ η πρωτεΐνη G του Streptococcus spp. Συνδέονται µε το ίδιο τµήµα των 

σταθερών περιοχών της IgG, υποδεικνύοντας µια συγκλίνουσα εξέλιξη των εν λόγω 

πρωτεϊνών. Χρησιµοποιούνται ως υποστρώµατα σε πολλές εφαρµογές συγγένειας, αλλά 

πιο κοινή µέθοδο για τον καθαρισµό αντισωµάτων αποτελεί η χρωµατογραφία 

συγγένειας µε την πρωτεΐνη Α (Layer et al., 2000; Huse et al., 2002). 

Έτοιµη προς χρήση µήτρα µε ακινητοποιηµένη πρωτεΐνη G ή Α είναι εµπορικά 

διαθέσιµη και λεπτοµερείς πληροφορίες σχετικά µε τις ιδιότητες δέσµευσης αυτών των 

δύο πρωτεϊνών, µπορούν να βρεθούν στη βιβλιογραφία ή παρέχονται από τους 

κατασκευαστές (Layer et al., 2000).  

 

Χρωµατογραφία συγγένειας που χρησιµοποιεί ακινητοποιηµένο αντί-αντίσωµα (anti-Igs) 

 

Οι σταθερές περιοχές τόσο των βαριών όσο και των ελαφριών αλυσίδων των 

αντισωµάτων είναι πιθανοί στόχοι για τον καθαρισµό συγγένειας των αντισωµάτων µε τη 

χρήση ακινητοποιηµένου αντι-αντισώµατος. Ειδικά για την αποµόνωση µονοκλωνικών 

αντισωµάτων, τα οποία πολύ συχνά αντιστέκονται στον καθαρισµό από την πρωτεΐνη Α ή 

ακόµα και την G, µπορεί να χρησιµοποιηθεί η ελαφριά αλυσίδα των anti-rat IgG, αφού 

συνδεθεί µε αγαρόζη (Huse et al., 2002).  

Σε αυτή τη µέθοδο, χρησιµοποιώντας αντισώµατα διαφόρων ειδικοτήτων, είναι 

δυνατόν να αποµονωθoύν είτε ολικά η Igs (µε τη χρήση αντι-κ και -λ αλυσίδων), είτε 

ειδικά Ig ισότοπα (µε χρήση αντι-µ, -γ, -δ, -α ή -ε αλυσίδα) ή υποτάξεις της IgG (µε τη 

χρήση αντι-γ1, -γ2 - γ3 ή - γ4 αλυσίδων). Η αλληλεπίδραση µεταξύ ακινητοποιηµένης 

και στοχοποιηµένης ανοσοσφαιρίνης είναι απλά ένα συγκεκριµένος τύπος 

αλληλεπίδρασης αντισώµατος – αντιγόνου (Layer et al., 2000). 
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Χρωµατογραφία συγγένειας που χρησιµοποιεί ακινητοποιηµένο αντιγόνο 

 

 Ο καθαρισµός αντισώµατος µε ακινητοποιηµένο αντιγόνο ως πρόσδεµα 

συγγένειας, χρησιµοποιείται ευρέως, επειδή υπάρχει ειδική αναγνώριση αντιγόνου από το 

αντίσωµα. Η µέθοδος πλεονεκτεί εάν ένα συγκεκριµένο αντίσωµα, πρέπει να ληφθεί από 

µίγµα ανοσοσφαιρινών µε διαφορετικές ειδικότητες. Ο καθαρισµός των µονοειδικών 

(monospecific) αντισωµάτων από ορούς ανοσοποιηµένων ζώων, είναι ένα τυπικό 

παράδειγµα µιας τέτοιας µεθόδου. Η συχνά συµβαίνουσα διασταυρούµενη αντίδραση 

των αντισωµάτων µερικές φορές επιτρέπει τον καθαρισµό συγγένειας µε προσδέµατα 

διαφορετικά από το αντιγόνο που χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοποίηση. Η προσέγγιση 

αυτή είναι πολύτιµη, αν π.χ., το αντιγόνο είναι ακριβό, δύσκολο στον χειρισµό ή 

περιοριστικό στην χρήση του.  

Είναι η πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη χρωµατογραφία ανοσοσυγγένειας. 

Στη µέθοδο αυτή ισχύουν οι ίδιες συνθήκες δέσµευσης, έκπλυσης και έκλουσης που 

εφαρµόζονται και για την αποµόνωση των αντιγόνων µε ακινητοποιηµένα αντισώµατα. 

(Huse et al., 2002).  

 

 Οι παραπάνω µέθοδοι καθαρισµού αντισωµάτων αποτελούν µόνο ένα µέρος 

αυτών που έχουν αναπτυχθεί και περιγραφεί για τον καθαρισµό των αντισωµάτων. 

Πολλές παραλλαγές και/ή συνδυασµοί µεθόδων µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

προκειµένου να καλυφθεί µια συγκεκριµένη ανάγκη. Βέβαια, οι διαδικασίες του 

καθαρισµού συγγένειας φαίνεται να αποτελούν τις πιο επιλεκτικές και εκλεκτικές 

µεθόδους (Layer et al., 2000). Άλλες µέθοδοι χρωµατογραφίας συγγένειας που δεν 

αναφέρθηκαν παραπάνω είναι οι: προσδέµατα µιµετρικής πρωτεΐνης Α (Protein-A-

mimetric ligands),  χρωµατογραφία συγγένειας προσδέµατος ιστιδίνης (Histidine-ligand-

affinity chromatography), χρωµατογραφία συγγένειας µετάλλων (Metal-affinity 

chromatography), θειοφιλική αλληλεπίδραση (Thiophilic interaction), χρωµατογραφία 

συγγένειας λεκτίνης (Lectin- affinity chromatography) (Huse et al., 2002). 

 

1.4 Επισήµανση αντισωµάτων (Labeling antibodies) 

 
 Πολλές ανοσολογικές τεχνικές εξαρτώνται από την χρήση των επισηµασµένων 

αντισωµάτων. Ο βασικότερος λόγος για την επισήµανση ενός αντισώµατος είναι ο 



 33

εντοπισµός του, και σε κάποιες περιπτώσεις η ποσοτικοποίησή του, όταν αυτό 

εµφανίζεται ανάµεσα σε µια πολύπλοκη σειρά άλλων µορίων. Επειδή τα αντισώµατα 

παρουσιάζουν υψηλή συγγένεια µε το αντίστοιχο αντιγόνο τους, αν υπάρχει ένα εύκολα 

ανιχνεύσιµο σήµα δεσµευµένο στο αντίσωµα, επιτρέπει την ανίχνευση του αντιγόνου µε 

ένα γρήγορο, φθηνό και ποσοτικό τρόπο. 

 Έτσι λοιπόν και οι ανοσολογικές µέθοδοι χρειάζονται σηµασµένα αντισώµατα. 

Στις µεθόδους αυτές, χρησιµοποιούνται διάφορα σχήµατα για την εµφάνιση ή δέσµευση 

του αντιγόνου, το οποίο στη συνέχεια εντοπίζεται και ποσοτικοποιείται χρησιµοποιώντας 

ένα επισηµασµένο αντίσωµα. ∆ηλαδή οι µέθοδοι αυτοί βασίζονται στα επισηµασµένα 

αντισώµατα για τον εντοπισµό του αντιγόνου. 

Οι σηµαντικότερες αποφάσεις που πρέπει να παρθούν όταν ετοιµάζεται µια τέτοια 

µέθοδος είναι αν θα χρησιµοποιηθούν άµεσες ή έµµεσες µέθοδοι για τον εντοπισµό του 

αντιγόνου και τι είδος σήµανση ταιριάζει καλύτερα στις απαιτήσεις της τεχνικής (Harlow 

& Lane, 1999). 

 

1.4.1 Άµεση vs έµµεσης ανίχνευσης 

 

 Οι τεχνικές ανίχνευσης µπορούν να διαχωριστούν σε δυο βασικές κατηγορίες: 

άµεσες και έµµεσες. Στην άµεση τεχνική, ένα αντίσωµα καθαρίζεται, επισηµαίνεται µε 

ένα εύκολα ανιχνεύσιµο σήµα και χρησιµοποιείται για να συνδεθεί άµεσα µε το αντιγόνο. 

Το αντιγόνο τότε ανιχνεύεται µε οποιοδήποτε σήµα έχει προστεθεί στο αντίσωµα. Στην 

έµµεση µέθοδο, το αντίσωµα είναι µη επισηµασµένο και δεν χρειάζεται να καθαριστεί. 

Συνδέεται µε το αντιγόνο, τα µη συνδεδεµένα αντισώµατα αποµακρύνονται µε πλύσιµο 

και το σύµπλεγµα αντιγόνο/αντίσωµα ανιχνεύεται µε έναν δευτερεύοντα παράγοντα όπως 

είναι τα επισηµασµένα αντισώµατα αντί-ανοσοσφαιρινών. Σε όλες αυτές τις εφαρµογές 

το αντίσωµα που συνδέεται µε το αντιγόνο αναφέρεται ως πρωτογενές, το οποίο είναι 

επισηµασµένο στην άµεση µέθοδο αλλά µη επισηµασµένο στην έµµεση. Το αντίσωµα, το 

οποίο δεσµεύεται στο πρωτογενές αντίσωµα είναι γνωστό ως δευτερογενές και είναι 

πάντα επισηµασµένο. 

 Η επιλογή για την εφαρµογή άµεσης ή έµµεσης τεχνικής εξαρτάται από τις 

συνθήκες του πειράµατος. Σε ανοσολογικές τεχνικές, στις οποίες απαιτείται καλή 

ποσοτικοποίηση, είναι σηµαντική η χρήση επισηµασµένων πρωτογενών αντισωµάτων 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Antibody_labeling; Harlow & Lane 1999). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Antibody_labeling
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1.4.2 Επιλογές επισήµανσης αντισωµάτων 

 

 Ανεξάρτητα αν εφαρµοστεί άµεση ή έµµεση τεχνική, αποτελεί πολύ σηµαντική 

απόφαση η επιλογή του σήµατος. Στις ανοσολογικές τεχνικές µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν αντισώµατα συζευγµένα µε ένζυµα, ιωδιωµένα ή βιοτινυλιωµένα. 

Γενικά, τα συζευγµένα αντισώµατα µε ένζυµα έχουν το πλεονέκτηµα ένος άµεσου 

ορατού αποτελέσµατος και παρουσιάζουν µεγάλη ευαισθησία αλλά είναι πιο δύσκολο να 

χρησιµοποιηθούν σε ποσοτικές τεχνικές. Ένας µεγάλος αριθµός ενζύµων έχει 

χρησιµοποιηθεί για την επισήµανση των αντισωµάτων. Τα πιο κοινά χρησιµοποιούµενα 

είναι η υπεροξειδάση αγριοραπανίδας (Horse Radish Peroxidase: HRP), η αλκαλική 

φωσφατάση και η β-γαλακτοσειδάση. 

Τα επισηµασµένα µε ιώδιο αντισώµατα, πιο συγκεκριµένα, ιωδιωµένα 

µονοκλωνικά αντισώµατα, µπορούν να δώσουν εντυπωσιακά ακριβή ποσοτικά 

αποτελέσµατα σε διάφορες µεθόδους. Η ιωδίωση των αντισωµάτων αποτελεί µια 

αποτελεσµατική µέθοδο επισήµανσης. Η ευκολία της ανίχνευσης και η ποσοτικοποίηση, 

την καθιστά ιδανική επιλογή σε κάποιες εφαρµογές. Το πιο κοινό χρησιµοποιούµενο 

ραδιοισότοπο του ιωδίου είναι το 125I, το οποίο χρησιµοποιείται σε πολλές ανοσοχηµικές 

αναλύσεις. Η διάσπαση του 125I δίνει χαµηλής ενέργειας ακτινοβολία γ και ακτίνων Χ και 

έτσι είναι εύκολο να ανιχνευθεί. Η ιωδίωση συνίσταται στην εισαγωγή του ραδιενεργού 

ιωδίου σε ορισµένα αµινοξέα (συνήθως τυροσίνες), σε πρωτεΐνες και πεπτίδια. Η 

ιωδίωση λαµβάνει χώρα στις θέσεις “ορθο” στην οµάδα υδροξυλίου στην τυροσίνη και 

µπορεί να προκύψει µονο-ή δι-υποκατάσταση.  

Η βιοτινυλίωση των πρωτογενών αντισωµάτων είναι µια πολυεφαρµοζόµενη 

λύση σε πολλές δυσκολίες επισήµανσης. Τα αντισώµατα µπορούν εύκολα να 

τροποποιηθούν και να περιέχουν βιοτίνη. Η αντίδραση βιοτινυλίωσης είναι απλή και ήπια 

και σπάνια αδρανοποιεί τα αντισώµατα λόγω του µικρού µοριακού βάρους της βιοτίνης 

(MW=244.31Da). Τα βιοτινυλιωµένα αντισώµατα µπορούν να ανιχνευθούν 

χρησιµοποιώντας στρεπταβιδίνη ή αβιδίνη συνδεδεµένη µε ένζυµα, χρωστικές ουσίες 

φθορισµού ή ιώδιο. Αυτό επιτρέπει σε ένα καθαρό αντίσωµα µόλις συνδεθεί µε τη 

βιοτίνη να ανιχνευθεί µε κάποιο από τα πολλά διαφορετικά είδη σήµανσης. Τα 

δευτερογενή αντιδραστήρια, αβιδίνη και στρεπταβιδίνη, είναι εµπορικά διαθέσιµα και 

συνδέονται τόσο σφικτά και µε τέτοια ταχύτητα όπου τα µειονεκτήµατα µιας διαδικασίας 

που περιλαµβάνει πολλά στάδια, µειώνονται σηµαντικά. Τα βιοτυνιλιωµένα αντισώµατα 
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µπορούν να αποθηκευθούν για χρόνια χωρίς να χάσουν την συγκεκριµένη δραστικότητά 

τους (Harlow & Lane 1988).  

Οι περισσότερες βιοτινυλιώσεις πραγµατοποιούνται χρησιµοποιώντας έναν 

εστέρα υδροξυσουκιναµιδίου της βιοτίνης (Ν-hydroxysuccinimide ester of biotin). Η 

σύνδεση πραγµατοποιείται µεταξύ των ελεύθερων αµινοοµάδων του αντισώµατος ή 

άλλης πρωτεΐνης, σύµφωνα µε την αντίδραση της Εικ. 1-6, µε αποτέλεσµα τον 

σχηµατισµό της βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης (http://en.wikipedia.org/wiki/Biotinylation). 

 

 
 

Εικόνα 1-6: Αντίδραση µεταξύ εστέρα υδροξυσουκιναµιδίου της βιοτίνης µε πρωτεΐνη 

Πηγή: http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=01030904 

 

Επίσης αξίζει να αναφερθεί ότι στις ανοσολογικές µεθόδους, τα αντισώµατα 

συνήθως ακινητοποιούνται στην επιφάνεια ενός υποστρώµατος στερεάς φάσης ως 

µοριακό στρώµα δέσµευσης (Luppa et al., 2001). Το κύριο πρόβληµα στην διαδικασία 

ακινητοποίησης των αντισωµάτων στις επιφάνειες, είναι η µείωση της δραστηριότητας 

σύνδεσης λόγω του άτακτου προσανατολισµού των αντισωµάτων. Το αντίσωµα έχει µια 

διαµορφωµένη δοµή σχήµατος «Υ» µε δύο θέσεις πρόσδεσης, στις δύο µεταβλητές 

περιοχές F(ab')s. Η περιοχή Fc του αντισώµατος θα πρέπει να συνδέεται ειδικά µε την 

επιφάνεια του υποστρώµατος στερεάς φάσης. Για την αντιµετώπιση αυτού του 

ζητήµατος, η σύνδεση βιοτίνης-αβιδίνης (ή στρεπταβιδίνης) έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως 

σε ανοσολογικές τεχνικές για την ακινητοποίηση αντισώµατος στη στερεά φάση, 

δεδοµένου ότι αντιµετωπίζει το πρόβληµα µε τον προσανατολισµό των αντισωµάτων. Ως 

εκ τούτου, οι F(ab') περιοχές του βιοτινυλιωµένου αντισώµατος εκτίθενται στα µόρια 

στόχο, αφού πρώτα το βιοτινυλιωµένο αντίσωµα έχει συνδεθεί µε την αβιδίνη (ή 

στρεπταβιδίνη) αφού η βιοτίνη ειδικότερα επισηµαίνεται στην Fc περιοχή των 

αντισωµάτων (Εικ. 1-7) (Ahluwalia et al., 1991).  

http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=01030904
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Εικόνα 1-7: Σύνδεση βιοτινυλιωµένου αντισώµατος µε υπόστρωµα στερεάς φάσης επικαλυµένο µε αβιδίνη 

(ή στρεπταβιδίνη) 

Πηγή: Lee et al., 2010 

 

1.5 Εφαρµογή ανοσολογικών µεθόδων για τον προσδιορισµό 

της ανοσοσφαιρίνης IgG και την ανίχνευση της νοθείας στο 

γάλα  
 

Οι ανοσολογικές µέθοδοι είναι κατάλληλες για την ανίχνευση ειδικών κλασµάτων 

βόειων, πρόβειων ή αίγειων πρωτεΐνών γάλακτος. Βασίζονται στην αντίδραση αντιγόνου-

αντισώµατος, χρησιµοποιώντας µονοκλωνικά ή πολυκλωνικά αντισώµατα. Τα 

αντισώµατα αυτά αντιδρούν µε τις πρωτεΐνες ορού ή τα κλάσµατα καζεϊνών του 

γάλακτος (Grappin et al., 2004). 

Θεωρούνται εξαιρετικές για την αντικατάσταση των συµβατικών αναλυτικών 

µεθόδων που χρησιµοποιούνται για την ταυτοποίηση του ζωικού είδους του γάλακτος. 

∆ιακρίνονται για την υψηλή εξειδίκευση, τα χαµηλά όρια ανίχνευσης, καθώς και το 

µικρό κόστος (Haza et al., 1999).  

Έχουν περιγραφεί ανοσολογικές τεχνικές όπως η Ακτινωτή Ανοσοδιάχυση 

(Radial immunodiffusion, RID), η Νεφελοµετρία (Nephelometric immunoassay), η 

Ανοσοηλεκτροφόρηση (Immunoelectrophoresis) και η Ενζυµική Ανοσοπροσροφητική 

Χρωστική ουσία 
φθορισµού 

Goat anti-mouse IgG 
συζευγµένη µε χρωστική 

ουσία φθορισµού 

Σύνδεση 

Ακινητοποίηση 

Υπόστρωµα στερεάς φάσης 
µε αβιδίνη (ή 

στρεπταβιδίνη) 
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Μέθοδος προσδιορισµού (Εnzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) όπως επίσης 

έχει αναφερθεί και η τεχνική Surface Plasmon Resonance (SPR) που βασίζεται στη 

µορφή βιοαισθητήρα. 

 

1.5.1 Ακτινωτή ανοσοδιάχυση (Radial immunodiffusion, RID) 

 

Μέχρι σήµερα, αυτή ήταν µια εξαιρετικά δηµοφιλής τεχνική λόγω της ευρείας 

διαθεσιµότητας και της απλότητάς της. Παρόλα αυτά µπορεί να είναι χρονοβόρα και έχει 

αποδειχθεί ότι πάσχει από την χαµηλή ποσοτική ακρίβειά της (Gapper et al., 2000). 

Βασίζεται στην αλληλεπίδραση αντιγόνου-αντισώµατος και τη σήµανση του 

συµπλέγµατος που σχηµατίζεται από αυτά µε ραδιενεργό δείκτη (Chu, 2003). Η αρχή της 

µεθόδου είναι απλή: το αντιγόνο διαχέεται σε πηκτή αγαρόζης, στην οποία το αντίσωµα 

είναι οµοιόµορφα κατανεµηµένο. Η περιοχή του ιζήµατος που σχηµατίζεται όταν η 

διάχυση ολοκληρωθεί (διάµετρος δακτυλίου), είναι ανάλογη µε την ποσότητα του 

παρόντος αντιγόνου (Jalanti & Henney, 1972). Εν συνεχεία κατασκευάζεται µια καµπύλη 

βαθµονόµησης µε πρότυπα γνωστής συγκεντρώσεως, και τα άγνωστα "διαβάζονται" από 

αυτή την καµπύλη (Εικ. 1-8). Πολλά διαφορετικά πακέτα είναι διαθέσιµα στο εµπόριο, 

ωστόσο, είναι σηµαντικό να λαµβάνεται υπόψη ότι η µέθοδος του πρωτογενούς 

προτύπου ποσοτικοποίησης µπορεί να διαφέρει µεταξύ των κατασκευαστών, µε 

αποτέλεσµα να υπάρχει σηµαντική διακύµανση στην εκτιµώµενη ποσότητα IgG, όταν 

χρησιµοποιούνται kits από διαφορετικούς κατασκευαστές (Gapper et al., 2000).  

Ο Levieux (1977), ανέπτυξε µέθοδο ακτινωτής ανοσοδιάχυσης, την οποία 

εφάρµοσε σε νωπό γάλα αλλά και σε γάλα που δεν είχε θερµανθεί σε υψηλές 

θερµοκρασίες και προσδιόρισε µε αυτήν νοθεία µέχρι 1%. Όταν χρησιµοποιείται 

αντιοορός αγελαδινού γάλακτος για την ανίχνευση της νοθείας του πρόβειου και αίγειου 

γάλακτος µε αγελαδινό, η τεχνική της ακτινωτής ανοσοδιάχυσης εµφανίζεται µε την 

ονοµασία CV Test και BC Test, όταν χρησιµοποιείται αντιορός αίγειου γάλακτος για την 

ανίχνευση νοθείας  του πρόβειου γάλακτος µε αίγειο. 

Οι Ανυφαντάκης κ.ά., (1985), µελέτησαν τη δυνατότητα εφαρµογής της 

παραπάνω µεθόδου του Levieux (CV Test) για τον προσδιορισµό της νοθείας σε φέτα µε 

βάση το πρόβειο γάλα, όταν έχει πρόσµιξη και νοθεία µε αγελαδινό. Βρέθηκε ότι ενώ η 

µέθοδος αυτή µπορεί να εφαρµοστεί για ποσοτικό προσδιορισµό νοθείας πρόβειου 

γάλακτος µε αγελαδινό εξίσου αποτελεσµατικά στο νωπό και το παστεριωµένο γάλα 
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(63ºC για 30min ή 72ºC για 16sec), δεν µπορεί να εφαρµοστεί για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό νοθείας φέτας πρόβειου γάλακτος µε νωπό ή παστεριωµένο αγελαδινό 

γάλα. Αντίθετα ήταν δυνατός ο ποιοτικός προσδιορισµός νοθείας µε 5% αγελαδινό τις 

πρώτες 10 ηµέρες της ωρίµανσης των τυριών. 

 

 
(α) 

 
(β) 

Εικόνα 1-8: Μέθοδος Ακτινωτής ανοσοδιάχυσης 

(α) Σχηµατιζόµενοι δακτύλιοι από την διάχυση του αντιγόνου στην πηκτή (β) Πρότυπη καµπύλη. 

Πηγή: http://www.medschool.lsuhsc.edu/microbiology/DMIP/dmex03.htm 

 

1.5.2 Ανοσοηλεκτροφόρηση (Immunoelectrophoresis) 

 

 Και στην µέθοδο αυτή, όπως και στην ακτινωτή ανοσοδιάχυση, η παρουσία του 

αντισώµατος (ή αντιγόνου) στο δείγµα προκαλεί την δηµιουργία ιζήµατος σε αγαρόζη 

που περιέχει αντιγόνο (ή αντίσωµα). Στην µέθοδο όµως αυτή προηγείται διαχωρισµός 

των πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση, πριν την επώαση τους µε αντισώµατα, σε 

παράλληλες γραµµές και τελικά την δηµιουργία τόξων ιζήµατος (Wild, 2005).   
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1.5.3 Νεφελοµετρία (Nephelometric immunoassay) 

 

Όταν µια δέσµη φωτός εισέρχεται σε θολό διάλυµα, µέρος της προσπίπτουσας 

ακτινοβολίας απορροφάται, ένα µέρος διαπερνά το διάλυµα και ένα άλλο διαχέεται από 

τα µόρια. Νεφελοµετρία λοιπόν είναι ο προσδιορισµός της σκέδασης του φωτός που 

εισέρχεται σε θολό διάλυµα (Εικ. 1-9) (Eisenhauerg et al., 1984). Βασίζεται στο γεγονός 

ότι τα συµπλέγµατα αντιγόνου-αντισώµατος είναι µη διαλυτά, οπότε το διάλυµα διαχέει 

το φως, ή γίνεται πιο θολό (απορροφά το φως), όπου σε αυτή την περίπτωση αναφέρεται 

ως θολοµετρία (Nakamura et al., 1992; Wild, 2005).  Παράγεται λοιπόν ένα σύµπλεγµα 

αντιγόνου-αντισώµατος που διαχέει το φως σε µεγαλύτερο βαθµό από ότι τα µη 

συνδεδεµένα συστατικά. Η περίσσεια της σκέδασης του φωτός συνδέεται αναλογικά µε 

την συγκέντρωση των IgG1 στο δείγµα (Gapper et al., 2000). 

 Αποτελεί µια εύκολη µέθοδο στην εφαρµογή της, γρήγορη, ευαίσθητη και είναι 

ακριβής (Montagne et al., 1991), αλλά η απαιτούµενη σχετικά χρονοβόρος προετοιµασία 

των δειγµάτων περιορίζει τη χρήση της για αναλύσεις ρουτίνας (Campanella et al., 2009). 

 

 

 
 

Εικόνα 1-9: Σχηµατική απεικόνιση µεθόδου νεφελοµετρίας 

Πηγή:http://mines45.multiply.com/journal/item/380/M.E.D.T.E.C.H._Entry_No._151_Advanced_Hematol

ogy_Report_Serum_Iron_Ferritin_and_Transferrin 

Το εναιώρηµα που περιέχει τα 

συµπλέγµατα αντιγόνου αντισώµατος 

προκαλεί σκέδαση του φωτός. Το 

ποσό του σκεδασµένου φωτός 

καθορίζεται µε ανιχνευτές µετά από τη 

συλλογή του φωτός υπό γωνία 

(συνήθως περίπου 70-75 °). 
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Οι Collin et al., (2002), ανέπτυξαν µια νεφελοµετρική ανοσολογική µέθοδο για 

τον προσδιορισµό της ανοσοσφαιρίνης στο αγελαδινό γάλα, µε εύρος ανίχνευσης 0,3-5 g 

IgG1/l. Η µέθοδος δεν εµφάνισε σηµαντική διασταυρούµενη αντίδραση µε τις: αs1-

καζεΐνη, αs2-καζεΐνη, β-καζεΐνη, κ-καζεΐνη ή β-lactoglobulin και εµφάνισε 39% 

διασταυρούµενη αντίδραση µε την IgG2. Η νεφελοµετρική αυτή µέθοδος συγκρίθηκε µε 

ELISA και RID. Το συµπέρασµα ήταν ότι πρόκειται για αξιόπιστη, γρήγορη και εύκολη 

µέθοδο, κατάλληλη για τον προσδιορισµό της ποσότητας IgG1 στο γάλα. Μπορεί να 

χρησιµοποιηθεί στα εργαστήρια των γαλακτοκοµικών προϊόντων για αναλύσεις ρουτίνας 

για την ποιοτική κατάταξη του γάλακτος µέσω του προσδιορισµού της IgG1. 

Μια νεφελοµετρική ανοσολογική µέθοδος αναπτύχθηκε από τους Marchal et al., 

(1991), για τον προσδιορισµό των α-λακταλβουµίνης και β-λακτοσφαιρίνης στο 

αγελαδινό γάλα, ορό και τυρόπηγµα από µαλακό τυρί (Camembert) και πιεσµένο τυρί 

(Saint Paulin). Χρησιµοποιήθηκαν αραιωµένο γάλα, ορός γάλακτος, και δείγµατα 

διαλυµένου τυροπήγµατος χωρίς προεπεξεργασία, τα οποία αναµίχθηκαν µε 

µικροσφαιρίδια επικαλυµένα µε α-λακταλβουµίνη ή β- λακτοσφαιρίνη, όπως επίσης 

χρησιµοποιήθηκαν πολύ αραιωµένη ειδική αντι-α-λακταλβουµίνη ή ειδική αντι-β- 

λακτοσφαιρίνη συγκεκριµένου αντιορού. Μετά από αντίδραση µιας ώρας, το φώς 

διαχύθηκε από τις συσπειρώσεις των επενδεδυµένων µικροσφαιριδίων και µετρήθηκε µε 

νεφελόµετρο. Η ανάκτηση (97,2 έως 102,2%) όπως και οι συντελεστές διακύµανσης (1,4 

έως 6,1% για το γάλα και τον ορό γάλακτος αντίστοιχα), απέδειξαν την αξιοπιστία αυτής 

της µεθόδου για τον ποσοτικό προσδιορισµό των πρωτεϊνών ορού γάλακτος. 

 

1.5.4 Μέτρηση µε βιοαισθητήρες (Surface Plasmon Resonance, SPR) 

 

Η µέθοδος αυτή αποτελεί µια αξιόπιστη τεχνική, αυτοµατοποιηµένη και έχει 

αποδειχθεί ιδιαίτερα χρήσιµη για τον προσδιορισµό πρωτεϊνών µικρών συγκεντρώσεων. 

Έτσι έχει χρησιµοποιηθεί και για την ανάλυση των µικρής συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

γάλακτος (Gapper e. al., 2000).  

Οι βιοαισθητήρες ορίζονται ως αναλυτικά συστήµατα αποτελούµενα από ένα 

ακινητοποιηµένο βιολογικό υλικό που βρίσκεται σε πολύ στενή επαφή µε κατάλληλη 

συσκευή αισθητήρα που µετατρέπει το βιοχηµικό σήµα σε µετρήσιµο ηλεκτρικό 

(Grappin et al., 2004). Ένα σύστηµα SPR απαιτεί µια πηγή φωτός laser, έναν ανιχνευτή, 

ένα γυάλινο πρίσµα και µια επιφάνεια µετάλλου, συνηθέστερα χρυσού (Εικ. 1-10) 

(Indyk, 2006). Μια τροποποιηµένη επιφάνεια µετάλλου του βιοαισθητήρα από 
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οµοιοπολικά συνδεδεµένο πρόσδεµα, χρησιµοποιείται για την στήριξη µιας 

αλληλεπιδρόµενης δέσµευσης και για ποσοτικούς προσδιορισµούς της συγκέντρωσης 

πρωτεΐνης. Tο ακινητοποιηµένο πρόσδεµα είναι συνήθως ένα ειδικό αντίσωµα. Το δείγµα 

ρέει στην επιφάνεια για να επιτραπεί η σύνδεση µε το αντιγόνο - στόχο σε καθορισµένο 

χρόνο, πριν εκτελεστεί το βήµα για να περάσει το επόµενο δείγµα από την επιφάνεια. 

Αυτή η οµοιοπολική ένωση του αντισώµατος µε το αντιγόνο, οδηγεί σε αλλαγές στο 

δείκτη διάθλασης, οι οποίες καταγράφονται ως µονάδες συντονισµού (resonance units) 

σε ένα τυπικό σενσογράφηµα σε συνάρτηση µε το χρόνο (Grappin et al., 2004; Indyk, 

2006; Gutirrez-Gallego et al., 2009). 

 

 
 

Εικόνα 1-10: Σχηµατική αποικόνιση SPR και σενσογράφηµα 

Πηγή: http://www.nature.com/nrd/journal/v1/n7/fig_tab/nrd838_F2.html 

 

 Οι Indyk & Filonzi (2003), ανέπτυξαν έναν αυτοµατοποιηµένο βιοαισθητήρα SPR 

για τον προσδιορισµό της ανοσοσφαιρίνης G (IgG) σε αγελαδινό γάλα και σε πρωτόγαλα, 

χρησιµοποιώντας ως µόρια ανίχνευσης  rabbit ή goat anti-bovine IgG ή πρωτεΐνη G. Οι 

παράµετροι της µεθόδου συµπεριελάµβαναν εύρος λειτουργίας από 15 έως 10. 000 ng / 

mL, όριο ανίχνευσης 0,08 mg / mL και σχετική τυπική απόκλιση (RSDR) 0,47%. 

 Οι Haasnoot et al., (2004) χρησιµοποίησαν µονοκλωνικά αντισώµατα έναντι των 

αγελαδινών κ-καζεϊνών σε αυτοµατοποιηµένο οπτικό βιοαισθητήρα για την ανίχνευση 

Πρόσδεµα 
(αντίσωµα) 

Αντιγόνο 

http://www.nature.com/nrd/journal/v1/n7/fig_tab/nrd838_F2.html
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αγελαδινού γάλακτος σε αίγειο και πρόβειο γάλα µε όριο ευαισθησίας ανίχνευσης 0,1 & 

και εύρος µέτρησης 0,1-10% αγελαδινού γάλακτος. 

 

1.5.5 Ενζυµική Ανοσοπροσροφητική Μέθοδος Προσδιορισµού (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assays, ELISAs) 

 

Από το 1990, η ELISA αποτελεί την πιο συχνά χρησιµοποιούµενη ανοσολογική 

µέθοδο για την ανίχνευση νοθείας γάλακτος διαφορετικών ζωικών ειδών. Είναι ένα απλό, 

ευαίσθητο, γρήγορο, αξιόπιστο και ευέλικτο σύστηµα ποσοτικού προσδιορισµού 

αντιγόνων και αντισωµάτων. Στηρίζεται στην ανάπτυξη και εµφάνιση χρώµατος από ένα 

αντίσωµα ή αντιγόνο που φέρει ένα ένζυµο-δείκτη (συνήθως υπεροξειδάση ή αλκαλική 

φωσφατάση), το οποίο προκαλεί υδρόλυση ενός χρωµογόνου υποστρώµατος. Μπορεί να 

ανιχνεύσει ποσότητα αντιγόνου 10pg/ml, γεγονός, το οποίο εξαρτάται από τη σχέση 

µεταξύ των διαθέσιµων αντισωµάτων και τη διαµόρφωση της δοκιµασίας. Η 

συγκέντρωση του υποστρώµατος είναι άµεσα αναλογική µε την συγκέντρωση των 

προτύπων που χρησιµοποιούνται στη δοκιµασία, όπως και µε το αντιγόνο που περιέχεται 

στο αναλυόµενο δείγµα. Οι ELISAs είναι διαθέσιµες εµπορικά µε τη µορφή των 96 

µικροκυψελίδων που επιτρέπουν τη χρήση µικρών ποσοτήτων δείγµατος και την γρήγορη 

ανάλυση µεγάλου αριθµού δειγµάτων. Τα αποτελέσµατα λαµβάνονται από ειδικά 

σχεδιασµένα πολυδιαυλικά φασµατοφωτόµετρα (Moatsou & Anifantakis, 2003). 

Στις µεθόδους ELISA, για την ανίχνευση των συστατικών των τροφίµων µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν πολυκλωνικά και µονοκλωνικά αντισώµατα. Τα πολυκλωνικά 

αντισώµατα προσφέρουν έναν αριθµό πλεονεκτηµάτων όπως την αναγνώριση ενός 

µίγµατος µε διαφορετικούς επιτόπους των αντιγόνων, µεγαλύτερη ανεκτικότητα στις 

µικρές αλλαγές στη φύση του αντιγόνου, όπως πολυµερισµό ή ελαφριά µετουσίωση και 

αποτελούν την προτιµώµενη επιλογή για ανίχνευση µετουσιωµένων πρωτεϊνών. Βέβαια 

παρουσιάζουν κάποιους περιορισµούς όπως, µεταβλητή συγγένεια, περιορισµένη 

παραγωγή και απαιτούν διαδικασίες εκτεταµένης καθαρότητας, για την εξάλειψη 

διασταυρούµενης αντίδρασης για ένα συγκεκριµένο προσδιορισµό ζωικών ειδών. 

Αντιθέτως, τα µονοκλωνικά αντισώµατα πρωτεϊνών είναι ένας οµοιογενής πληθυσµός 

αντισωµάτων, που παράγονται µε τεχνολογία υβριδώµατος και τα οποία έχουν 

καθορισµένη βιολογική δραστηριότητα, συνεχή ιδιαιτερότητα και η παραγωγή τους 

µπορεί να είναι απεριόριστη. Τόσο τα πολυκλωνικά όσο και τα µονοκλωνικά αντισώµατα 

E. Fragkiadaki
Τι  εννοείς «συστατικά»????
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χρησιµοποιούνται στις διάφορες µεθόδους ELISA που περιγράφηκαν παραπάνω (Asensio 

et al., 2008). 

Υπάρχουν τρεις βασικές µέθοδοι που διαµορφώνουν την δοµή όλων των ELISA: 

α) Άµεση (Direct ELISA), β) Έµµεση (Indirect ELISA) και γ) Sandwich ELISA. Και τα 

τρία αυτά συστήµατα µπορούν να χρησιµοποιηθούν για να διαµορφώσουν τη βάση µιας 

οµάδας δοκιµών που ονοµάζονται ανταγωνιστικές (Competitive Assays) (Crowther, 

2001). 

 

1.5.5.1. Άµεση (Direct ELISA) 

 

Αποτελεί την απλούστερη τεχνική ELISA (Crowther, 2001). Το αντίσωµα ή το 

αντιγόνο έρχεται σε επαφή µε µια στερεά φάση και αντιδρά άµεσα µε ένα αντιγόνο ή 

αντίσωµα αντιστοίχως που φέρει ένα ένζυµο δείκτη (Εικ. 1-11) (Moatsou & Anifantakis, 

2003). 

 
Εικόνα 1-11: Άµεση τεχνική Elisa 

Πηγή: http://www.piercenet.com/proteomics/browse.cfm?fldID=f88adec9-1b43-4585-922e-836fe09d8403 

 

1.5.5.2. Έµµεση (Indirect ELISA) 

 

 Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για την ανίχνευση αντισωµάτων αντί - αντιγόνων. 

Τα αντιγόνα είναι και πάλι άµεσα συνδεδεµένα στη στερεά φάση και τα αντισώµατα που 

αναπτύσσονται σε ένα συγκεκριµένο είδος, αντιδρούν µε τα αντιγόνα αυτά. Οποιοδήποτε 

συνδεδεµένο αντίσωµα ανιχνεύεται µε προσθήκη αντί-ορού που φέρει ένα ένζυµο δείκτη 

(Crowther, 2001; Moatsou & Anifantakis, 2003). Η διαδικασία απεικονίζεται σχηµατικά 

στην εικόνα 1-12. 

 

Χρωµογόνο  
υπόστρωµα 

Συζευγµένο 
πρωτογενές 

αντίσωµα 
Αντιγόνο 

http://www.piercenet.com/proteomics/browse.cfm?fldID=f88adec9-1b43-4585-922e-836fe09d8403
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Εικόνα 1-12: Σχηµατική απεικόνιση έµµεσης ELISA 

Πηγή: http://www.leinco.com/indirect_elisa 

 

1.5.5.3. Sandwich ELISA 

 

Η sandwich ELISA αποτελεί την πιο εξειδικευµένη και ευαίσθητη µέθοδο ELISA. 

Το αντιγόνο ενώνεται µε δυο αντισώµατα, το αντίσωµα δέσµευσης και το αντίσωµα 

ανίχνευσης. Η µέθοδος αυτή µπορεί να διακριθεί σε δυο επιµέρους µορφές, την άµεση 

µορφή και την έµµεση µορφή (Chu, 2003).  

Στην άµεση µορφή τα αντισώµατα είναι συνδεδεµένα στη στερεά φάση για να 

δεσµεύσουν τα αντιγόνα. Αυτή η δέσµευση ανιχνεύεται µε τη χρήση εξειδικευµένου για 

το αντιγόνο ορού, που φέρει ένα ένζυµο δείκτη. Η δέσµευση και η ανίχνευση 

αντισώµατος µπορεί να είναι από τον ίδιο τον ορό ή από διαφορετικές πηγές. Το αντιγόνο 

πρέπει να έχει τουλάχιστον δυο διαφορετικές αντιγονικές πλευρές, αφού τόσο το 

αντίσωµα δέσµευσης όσο και το αντίσωµα ανίχνευσης πρέπει να συνδεθούν (Εικ 1-13) 

(Moatsou & Anifantakis, 2003).  

Στην έµµεση µορφή, το αντίσωµα ανίχνευσης είναι από διαφορετικό ζωικό είδος 

από το αντίσωµα δέσµευσης. Ένα αντίσωµα αντί-είδους που φέρει ειδικό ένζυµο 

συνδέεται µε το αντίσωµα ανίχνευσης συγκεκριµένα και όχι µε το αντίσωµα δέσµευσης 

(Moatsou & Anifantakis, 2003). 

 

 

http://www.leinco.com/indirect_elisa
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(α)                                                               (β) 

Εικόνα 1-12: (α) Έµµεση sandwich Elisa, (β) Άµεση sandwich ELISA, 

Πηγή: http://www.fomobio.com/MoELISAkit.html 

 

1.5.5.4. Ανταγωνιστικές τεχνικές 

 

Αυτές µπορεί να είναι άµεσες ή έµµεσες καθώς και αντιγόνου ή αντισώµατος. 

∆υο αντιδρώντα (αντισώµατα ή αντιγόνα) προσπαθούν να συνδεθούν µε ένα τρίτο. 

Περιλαµβάνουν την ταυτόχρονη προσθήκη των δυο ανταγωνιστών (Moatsou & 

Anifantakis, 2003). 

Οι ανοσολογικές µέθοδοι, είναι ποσοτικές µέθοδοι, οι οποίες έχουν 

χρησιµοποιηθεί επιτυχώς για την ανίχνευση νοθείας στο γάλα (Anguita et al., 1997; Beer 

et al., 1996; Haza et al., 1999; Hurley et al., 2004; Richter et al., 1997). Η πλειοψηφία 

των ανοσολογικών αυτών µεθόδων έχουν χρησιµοποιήσει αντισώµατα, τα οποία 

αναπτύχθηκαν έναντι των πρωτεϊνών γάλακτος που βρίσκονται σε αφθονία, όπως είναι οι 

καζεΐνες ή γαλακτοσφαιρίνες. Βέβαια αυτές οι πρωτεΐνες στόχοι είναι επιρρεπείς στην 

πρωτεόλυση και οι καζεΐνες είναι συχνά φτωχά ανοσογόνα (Levieux & Venien, 1994). 

Επίσης, επειδή υπάρχει οµοιότητα µεταξύ της πρωτοταγούς δοµής των καζεϊνών, πολλές 

µέθοδοι παρουσιάζουν µικρή ικανότητα  να ξεχωρίσουν γάλα που προέρχεται από στενά 

συσχετιζόµενα είδη ζώων όπως είναι π.χ. από αγελάδα και βούβαλο, από πρόβατο και 

αίγα (Bottero et al., 2002).  

Οι Song et al., (2011), ανέπτυξαν µια έµµεση τεχνική ELISA, µε χρήση 

πολυκλωνικών αντισωµάτων εναντίον της β-καζεΐνης, για να προσδιορίσουν ποσοτικά τη 
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νοθεία του αίγειου γάλακτος µε αγελαδινό. Τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου αυτής ήταν 

2% για τα διάφορα είδη γάλακτος, συµπεριλαµβανοµένου νωπού και θερµικά 

επεξεργασµένου γάλακτος. Η νοθεία µπορεί να ποσοτικοποιηθεί σε ένα εύρος από 2% 

έως 50%, πράγµα πολύ ελκυστικό, όταν µια τεχνική προορίζεται για χρήση σε αναλύσεις 

γαλακτοκοµικών προϊόντων µεγάλης κλίµακας. Τα πολυκλωνικά αντισώµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν, πρώτα τροποποιήθηκαν µε ανάµειξή τους µε λυοφιλοποιηµένη αίγεια 

β-καζεΐνη και τα µπλοκαρισµένα αντισώµατα που προέκυψαν δεν εµφάνισαν 

διασταυρούµενη αντίδραση µε βόεια α, κ-καζεΐνη και µε τις πρωτεΐνες του ορού 

γάλακτος.  

Οι Rolland et al., (1993), χρησιµοποίησαν πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι του 

αγελαδινού κλάσµατος της αs1-καζεΐνης [αs1-CN f(140-149)] και µπόρεσαν να 

ανιχνεύσουν αγελαδινό γάλα σε πρόβειο γάλα και τυρί µε όρια ανίχνευσης 0,125% και 

0,5% αντίστοιχα. Η µέθοδος αυτή δεν επηρεάστηκε από την θερµική επεξεργασία του 

γάλακτος. 

Οι Richter et al., (1997), ανέπτυξαν µια έµµεση ανταγωνιστική τεχνική ELISA µε 

την οποία ανίχνευσαν 0,1% αγελαδινού γάλακτος σε πρόβειο και αίγειο γάλα και τυρί. 

Για τη µέθοδο αυτή χρησιµοποίησαν πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι των γ3-καζεϊνών, 

που αναπτύχθηκαν σε κουνέλια και κοτόπουλα, και η τεχνική δεν επηρεάστηκε από την 

ένταση της θερµικής επεξεργασίας του αγελαδινού γάλακτος 

Οι Rodriguez et al., (1991), διαµόρφωσαν µια έµµεση ELISA για την ανίχνευση 

διαφόρων ποσοστών αίγειου γάλακτος (1-25%) σε πρόβειο γάλα και τυρί. Για τη µέθοδο 

χρησιµοποιήθηκαν πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι των αίγειων καζεϊνών. Η ανάλυση 

δειγµάτων πρόβειου γάλακτος και τυριού που περιείχαν διαφορετικές ποσότητες αίγειου 

γάλακτος επηρέασε το χρώµα που αναπτύχθηκε από την ενζυµική τροποποίηση του 

υποστρώµατος και παρατηρήθηκαν σαφείς διαφορές της οπτικής πυκνότητας ανάλογες 

µε την ποσότητα του προστιθέµενου αίγειου γάλακτος. 

Οι Rodriguez et al., (1993) διαµόρφωσαν µια sandwich ELISA για την ανίχνευση 

και τον ποσοτικό προσδιορισµό αγελαδινού γάλακτος σε πρόβειο γάλα και τυρί µε τη 

χρήση πολυκλωνικών αντισωµάτων έναντι των αγελαδινών καζεϊνών. Η µέθοδος είχε 

όριο ανίχνευσης 0,5-15% και 0,5-25% αγελαδινού γάλακτος σε πρόβειο γάλα και τυρί. 

Μονοκλωνικά αντισώµατα έναντι της αίγειας αs2-καζεΐνης έχουν χρησιµοποιηθεί 

για την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισµό αίγειου γάλακτος σε πρόβειο γάλα 

(Haza et al., 1996) και πρόβειο τυρί (Haza et al., 1999). Το όριο ανίχνευσης των µεθόδων 

και στις δυο αυτές περιπτώσεις ανέρχεται σε 0,5% αίγειου γάλακτος. 
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Οι Lopez-Calleza et al., (2007), χρησιµοποίησαν µια έµµεση ELISA, κατά την 

οποία αξιοποίησαν µονοκλωνικά αντισώµατα (AH4) έναντι της αγελαδινής β-καζεΐνης, 

για την ανίχνευση µικρού ποσοστού αγελαδινού γάλακτος (≥1%) σε πρόβειο και αίγειο 

τυρί. 

Οι Hurley et al., (2004), ανέπτυξαν µια έµµεση, ανταγωνιστική ELISA για την 

ταχεία ανίχνευση αγελαδινού γάλακτος στο γάλα των αιγών, προβάτων και βουβαλιών. 

Χρησιµοποίησαν µονοκλωνικά αντισώµατα τα οποία αναπτύχθηκαν κατά της βόειας IgG. 

Τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου ήταν 1,0 µg / mL βόειας IgG, ή 0,1% νοθεία µε 

αγελαδινό γάλα. Η δοκιµή εµφάνισε καλή επαναληψιµότητα (CV<10%) και τα 

αποτελέσµατα ήταν εξίσου ικανοποιητικά όταν χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση 

βόειας IgG σε µίγµατα µε τα τρία ζωικά είδη γάλακτος. Η µέθοδος παρουσίασε την ίδια 

ευαισθησία όταν εφαρµόστηκε σε παστεριωµένο γάλα, αλλά δεν ίσχυσε το ίδιο και στην 

UHT θερµική επεξεργασία του γάλακτος, στην οποία προκλήθηκε µετουσίωση του 

επιτόπου στόχου. 

Επειδή η µέθοδος αυτή είχε χαµηλότερη ευαισθησία όταν εφαρµόστηκε σε τυριά, 

δυο χρόνια αργότερα οι Hurley et al., (2006), ανέπτυξαν µια sandwich ELISA 

χρησιµοποιώντας τα ίδια µονοκλωνικά αντισώµατα σε συνδυασµό µε ένα goat anti-

bovine IgG. Τα όρια ανίχνευσης της µεθόδου στο γάλα ήταν 0,001% νοθεία µε αγελαδινό 

γάλα σε πρόβειο ή βουβαλίσιο και 0,01% νοθεία µε αγελαδινό γάλα σε αίγιο. Τα όρια 

ανίχνευσης της µεθόδου σε µαλακό τυρί ήταν 0,001% στο αίγειο τυρί και 0,01% στο 

πρόβειο ή βουβαλίσιο τυρί. Επίσης ήταν ο CV<10% και η ευαισθησία της µεθόδου δεν 

επηρεάστηκε από την παστερίωση του γάλακτος αλλά στην UHT θερµική επεξεργασία 

δεν µπόρεσε να ανιχνεύσει την νοθεία λόγω της µετουσίωσης του επιτόπου στόχου. 

Στον Πίνακα 1-5 περιλαµβάνονται συγκεντρωτικά οι παραπάνω ανοσολογικές 

µέθοδοι που έχουν εφαρµοστεί από διάφορους ερευνητές για την ανίχνευση νοθείας, τα 

αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν για το σκοπό αυτό, όπως και τα όρια ανίχνευσης 

νοθείας που προσδιορίστηκαν.  
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Πίνακας 1-5: Εφαρµοζόµενες ανοσολογικές µέθοδοι ανίχνευσης νοθείας, 

χρησιµοποιούµενα αντισώµατα και όρια ανίχνευσης νοθείας µε βάση τις µεθόδους αυτές 

 

Ανοσολογική 

µέθοδος 

Χρήση 

αντισωµάτων 

Ανίχνευση 

νοθείας 

Όριο ανίχνευσης 

νοθείας 

Ακτινωτή 
ανοσοδιάχυση 

Πολυκλωνικά IgG Αγελαδινό σε 
αίγειο και 
πρόβειο γάλα 

1% 

 Πολυκλωνικά IgG Αγελαδινό σε 
αίγειο και 
πρόβειο τυρί 

Ποιοτική ανίχνευση 
µε 5% αγελαδινό  

Τεχνικές ELISA    

Έµµεση ELISA Πολυκλωνικά β-
καζεΐνης 

Αγελαδινό σε 
αίγειο γάλα 

2% - 50% 

 Πολυκλωνικά ολικής 
καζεΐνης 

Αίγειο σε 
πρόβειο γάλα 

1%-25% 

 Πολυκλωνικά αs1 
καζεΐνης 

Αγελαδινό σε 
πρόβειο γάλα και 
τυρί 

0,125% στο γάλα 
0,5% στο τυρί 

 Μονοκλωνικά β-
καζεΐνης 

Αγελαδινό σε 
πρόβειο και 
αίγειο τυτί 

≥ 1% 

Έµµεση 
ανταγωνιστική 
ELISA 

Πολυκλωνικά γ3 
καζεΐνης 

Αγελαδινό σε 
πρόβειο και 
αίγειο γάλα  

0,1% 

 Μονοκλωνικά IgG Αγελαδινό σε 
πρόβειο, αίγειο 
και βουβαλίσιο 
γάλα 

0.1% 

Sandwich ELISA Πολυκλωνικά ολικής 
καζεΐνης 

Αγελαδινό σε 
πρόβειο γάλα και 
τυρί 

0.5% -15% στο γάλα 
0,5% -25% στο τυρί 

 Μονοκλωνικά IgG Αγελαδινό σε 
πρόβειο, αίγειο 
και βουβαλίσιο 
γάλα και τυρί 

0.001% στο γάλα 
0,01% στο τυρί 

Βιοαισθητήρας Μονοκλωνικά κ-
καζεΐνης 

Αγελαδινό σε 
πρόβειο και 
αίγειο γάλα 

0,1-10% 
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Εικόνα 2-1: Τριγλυκερίδιο 1 
Πηγή:http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MB

Web/mb2/part1/fatcatab.htm 

Κεφάλαιο 2 
 

2.1 Λιπίδια γάλακτος 
 

Τα λιπίδια είναι ένα από τα βασικότερα συστατικά του γάλακτος από άποψη 

κόστους, θρεπτικότητας, καθώς και για τα φυσικά και γευστικά χαρακτηριστικά που 

προσδίδουν στα γαλακτοκοµικά προϊόντα (Park et al., 2007). Τα τριγλυκερίδια 

αποτελούν περισσότερο από το 98% των λιπιδίων του γάλακτος. Αυτά είναι εστέρες της 

γλυκερόλης µε τρία συνήθως διαφορετικά λιπαρά οξέα (Εικ. 2-1). Το 1% αποτελείται 

από φωσφολιπίδια (~0,6% των 

συνολικών λιπιδίων), µικρή ποσότητα 

δι-γλυκεριδίων (~0,35% των 

συνολικών λιπιδίων), µονο-

γλυκεριδίων (~0,03% των συνολικών 

λιπιδίων) και ελεύθερων λιπαρών 

οξέων. Λιγότερο από 1% αποτελείται 

από µη-σαπωνοποιήσιµα συστατικά 

όπως οι στερόλες, κυρίως 

χοληστερόλη (~0,3% των συνολικών 

λιπιδίων), λιποδιαλυτές βιταµίνες και άλλα λιπίδια όπως τα καροτενοειδή, που είναι 

πρόδροµοι της βιταµίνης Α και υπεύθυνα για το κίτρινο χρώµα του λίπους του 

αγελαδινού γάλακτος (Καµιναρίδης & Μοάτσου, 2009). 

Τα λιπίδια προέρχονται σχεδόν ισοδύναµα από δυο πηγές, την τροφή και τη 

µικροβιακή δραστηριότητα στη µεγάλη κοιλία των µηρυκαστικών και βρίσκονται στο 

γάλα µε τη µορφή σφαιρικών σωµατιδίων δηµιουργώντας γαλάκτωµα (προσδίδοντας το 

όνοµα και το χρώµα στο γάλα) (Mansson, 2008). Τα σωµατίδια αυτά ονοµάζονται 

λιποσφαίρια και περιβάλλονται από µεµβράνη (Καµιναρίδης & Μοάτσου, 2009). Τα 

λιποσφαίρια στο πρόβειο και στο αίγειο γάλα είναι χαρακτηριστικά άφθονα, µε µέγεθος 

µικρότερο από 3,5µm ενώ το µέγεθος των λιποσφαιρίων του αγελαδινού γάλακτος είναι 

4,55 µm). Η δοµή και η σύνθεση των µεµβρανών των λιποσφαιρίων των τριών ζωικών 

ειδών λίπους γάλακτος είναι παρόµοια και αντιπροσωπεύει περίπου το 1% του συνολικού 

όγκου του λίπους του γάλακτος (Park et al., 2007). 

http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb2/part1/fatcatab.htm
http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb2/part1/fatcatab.htm


 50

2.2 Το λίπος του γάλακτος στα διαφορετικά είδη ζώων 
 

Το γάλα όλων των θηλαστικών περιέχει λιπίδια αλλά η συγκέντρωσή τους 

διαφέρει σηµαντικά από ζωικό είδος σε είδος (Πίν. 2-1). Ο βασικός ρόλος των λιπιδίων 

είναι να αποτελούν πηγή ενέργειας για να νεογέννητα και η λιποπεριεκτικότητα του 

γάλακτος, κυρίως αντιπροσωπεύει τις ενεργειακές ανάγκες του κάθε ζωικού είδους, π.χ. 

είδη ζώων που ζουν σε κρύο περιβάλλον και τα θαλάσσια θηλαστικά εκκρίνουν υψηλά 

επίπεδα λιπιδίων στο γάλα τους (Fox & McSweeney, 1998). 

Το γάλα της αγελάδας, του ανθρώπου, της αίγας και της καµήλας έχει χαµηλή 

περιεκτικότητα σε λίπος. Το γάλα όµως του βουβαλιού και του προβάτου περιέχει 

ποσότητα λίπους ελαφρώς υψηλότερη. ∆εν έχει παρατηρηθεί συγκεκριµένη σχέση 

µεταξύ της περιεκτικότητας του λίπους του γάλακτος στα µηρυκαστικά (αγελάδα, 

πρόβατο, αίγα, βουβάλι και καµήλα) και στα µονογαστρικά (άνθρωπος, κουνέλι, φώκια 

και χοίρος). Βέβαια, φαίνεται ότι τα κατοικιδιοποιηµένα  ζώα τείνουν να παράγουν γάλα 

µε χαµηλότερη λιποπεριεκτικότητα σε σχέση µε τα µη κατοικιδιοποιηµένα (Fox & 

McSweeney, 2006). 

 

Πίνακας 2-1: Μέση λιποπεριεκτικότητα γάλακτος διαφορετικών ζωικών ειδών 

Είδος ζώου       Λιποπεριεκτικότητα (% w/w) 

         Αγελάδα                    3,5 

         Πρόβατο                   7,8 

         Αίγα         4,2 

         Βουβάλι                    6,8 

         Καµήλα         4,0 

         Κουνέλι         18,3 

         Φώκια         42,1 

         Χοίρος         6,8 

         Άνθρωπος        3,8 

Fox & McSweeney, 2006 
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2.3 Το προφίλ των λιπαρών οξέων των λιπιδίων 
 

Το λίπος του γάλακτος, κυρίως των µηρυκαστικών, περιέχει µεγάλη ποικιλία 

λιπαρών οξέων, γεγονός το οποίο το καθιστά το πιο σύνθετο από όλα τα φυσικά λίπη 

(Mansson, 2008). Περισσότερα από 400 λιπαρά οξέα έχουν ανιχνευτεί στο αγελαδινό 

λίπος γάλακτος. Βέβαια η πλειοψηφία αυτών συναντάται µόνο σε ίχνη συγκεντρώσεων 

(Fox & McSweeney, 1998). Υπάρχουν όµως περίπου 15 λιπαρά οξέα τα οποία 

βρίσκονται σε συγκεντρώσεις του 1% ή ακόµα µεγαλύτερες. Πολλοί παράγοντες 

σχετίζονται µε τις διακυµάνσεις στην ποσότητα και στη σύνθεση των λιπαρών οξέων των 

λιπιδίων. Αυτοί µπορεί να είναι η προέλευση του ζώου συσχετιζόµενη γενετικά (φυλή και 

επιλογή), το στάδιο της γαλακτικής περιόδου, µαστίτιδα, διατροφικοί παράγοντες, π.χ. η 

πρόσληψη σε ενέργεια, ινώδεις ουσίες και διαιτητικά λίπη και τέλος η περιοχή και η 

εποχή του έτους (Mansson, 2008). 

Οι ποσότητες των βασικών λιπαρών οξέων προσδιορίζονται εύκολα µε τη χρήση 

της αέριας χρωµατογραφίας (Gas Chromatography, GC) (Fox & McSweeney, 2006). 

Ποσοστά αυτών στα τρία είδη γάλακτος, αγελαδινό, πρόβειο και αίγειο, αναφέρονται 

στον Πίνακα 2-2. 

 

2.3.1 Κορεσµένα λιπαρά οξέα (SFA: Saturated Fatty Acids) 

 

Τα κορεσµένα λιπαρά οξέα που παρουσιάζονται σε σηµαντικές ποσότητες στο 

λίπος του γάλακτος είναι µόρια µε µη διακλαδισµένες αλυσίδες υδρογονανθράκων, το 

µήκος των οποίων ποικίλει από 4 έως 18 άτοµα άνθρακα (Εικ. 2-2). Αυτά τα λιπαρά οξέα 

αποτελούν περίπου το 70 µε 75% των ολικών λιπαρών οξέων. Το πιο σηµαντικό 

κορεσµένο λιπαρό οξύ από πλευράς ποσότητας είναι το 16:0 το οποίο αποτελεί το 25 µε 

30% των ολικών, ενώ δυο άλλα κορεσµένα λιπαρά οξέα, τα 14:0 και 18:0 κυµαίνονται 

στη περιοχή του 10 µε 13% (Πίν. 2-2) (Fox & McSweeney, 2006). 

 
Εικόνα 2-2: Κορεσµένα λιπαρά οξέα 

Πηγή: http://telstar.ote.cmu.edu/biology/MembranePage/index2.html 

http://telstar.ote.cmu.edu/biology/MembranePage/index2.html
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Πίνακας 2-2: Βασικά λιπαρά οξέα (% των ολικών) στο αγελαδινό, πρόβειο και αίγειο 

λίπος γάλακτος  

  Είδος λίπους γάλακτος 

Λιπαρά Οξέα Κοινή 
Ονοµασία a 

Αγελαδινό b  Πρόβειο b Αίγειο b 

Κορεσµένα (SFA)  

C4:0 Βουτυρικό 3.3 3,51 2,18 

C6:0  Καπροϊκό 1,6  2,9 2,39 

C8:0  Καπρυλικό 1,3  2,64 2,73 

C10:0 Καπρικό 3,0  7,82 9,97 

C12:0 Λαουρικό 3,1  4,38 4,99 

C14:0 Μυριστικό 11,1 c 10,4 9,81 

C16:0 Παλµιτικό 27,9 c 25,9 28,2 

C18:0 Στεαρικό 12,2 c 9,57 8,88 

Μονοακόρεστα (MUFA)  

C14:1 Μυριστολεϊκό 0,8 c 0,28 0,18 

C16:1 Παλµιτολεϊκό 2.3 1,03 1,59 

C18:1  Ολεϊκό 29.8 21,1 19,3 

Πολυακόρεστα (PUFA)  

C18:2 Λινολεϊκό 2.4 3,21 3,19 

CLA Συζευγµένο 

Λινολεϊκό οξύ 

1,1 c 0,74 0,70 

C18:3  α Λινολενικό 0.80  0,80 0,42 
 a Fox & McSweeney, 1998 
 b Park et al., 2007 
 c Fox & McSweeney, 2006 
 

2.3.2 Ακόρεστα λιπαρά οξέα (Unsaturated Fatty Acids, UFA) 

 

Τα ακόρεστα λιπαρά οξέα συναντώνται µε τη µορφή των cis ή trans ισοµερών. Τα 

trans ισοµερή, τα οποία έχουν υψηλότερο σηµείο τήξης από τα αντίστοιχα cis ισοµερή, 

θεωρούνται διατροφικά µη επιθυµητά (Fox & McSweeney, 1998). Τα ακόρεστα λιπαρά 

οξέα διακρίνονται σε µονοακόρεστα (MUFA), τα οποία φέρουν ένα διπλό δεσµό και σε 

πολυακόρεστα (PUFA) που φέρουν περισσότερους του ενός διπλούς δεσµούς. 
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2.3.2.1 Cis-ακόρεστα λιπαρά οξέα 

 

Τα cis-µονοακόρεστα οξέα του λίπους του αγελαδινού γάλακτος (Εικ. 2-3) 

αποτελούν το 18-24% των cis-ακόρεστων λιπαρών οξέων. Το ελαϊκό οξύ (9c-18:1) είναι 

το κυρίαρχο cis-µονοακόρεστο λιπαρό οξύ που αποτελεί περίπου το 15-21% των ολικών 

λιπαρών οξέων. Υπάρχει περίπου 0,5% 11c-18:1, ενώ οι αναλογίες των υπολοίπων cis-

18:1 ισοµερών είναι µικρές. Υπάρχουν επίσης σχετικά µικρές αλλά σηµαντικές 

συνεισφορές άλλων cis- µονακόρεστων οξέων που είναι τα 14:1 (περίπου 1%) και 16:1 

(περίπου 1,5%), (Fox & McSweeney, 2006). 

Τα cis-πολυακόρεστα οξέα παρουσιάζονται σε µικρές συγκεντρώσεις στο λίπος 

του γάλακτος λόγω των αντιδράσεων βιοϋδρογόνωσης που λαµβάνουν χώρα στη µεγάλη 

κοιλία. Αυτά τα οξέα αποτελούνται σχεδόν αποκλειστικά από το λινολεϊκό οξύ (9c, 12c-

18:2) περίπου 1.2-1.7% και από το α-λινολενικό οξύ (9c, 12c, 15c-18:3) περίπου 0,9 - 

1,2%. Αυτά τα δυο λιπαρά οξέα είναι πολύ σηµαντικά διότι δεν µπορεί να τα συνθέσει ο 

οργανισµός και πρέπει να διοχετευτούν µέσω της διατροφής. Πρόσφατα, η χρήση του 

όρου ‘απαραίτητα’ έχει επεκταθεί και περιλαµβάνει και παράγωγα αυτών των λιπαρών 

οξέων, τα οποία δεν συντίθενται σε σηµαντικές ποσότητες (π.χ. εικοσαπεντανοϊκό οξύ, 

20:5 και δοκοσαεξανοϊκό οξύ, 22:6). Η αναλογία του α-λινολενικού οξέος φαίνεται να 

επηρεάζεται από τη διατροφή της αγελάδας. Η συγκέντρωσή του είναι µεγαλύτερη στο 

γάλα που προέρχεται από βόσκουσες αγελάδες σε σύγκριση µε το γάλα που προέρχεται 

από εκτρεφόµενες στο σταύλο αγελάδες. (Fox & McSweeney, 2006). 

 

 
Εικόνα 2-3: cis-µονοακόρεστο λιπαρό οξύ 

Πηγή: http://www.anπηκτήsplus.com/ArticleHufa.htm 

 

2.3.2.2 Trans-ακόρεστα λιπαρά οξέα 

 

Η παρουσία του C18 trans-λιπαρού οξέος στο λίπος του γάλακτος είναι το 

αποτέλεσµα της µη πλήρους βιοϋδρογόνωσης των λιπιδίων στη µεγάλη κοιλία. Αυτά τα 

λιπαρά οξέα έχουν προσελκύσει τη προσοχή λόγω των δυσµενών διατροφικών 

επιπτώσεων που προκαλούν. Κλινικά πειράµατα έχουν δείξει ότι τα trans-οκταδεκανοϊκά 

http://www.angelsplus.com/ArticleHufa.htm
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οξέα, σε σχέση µε τα cis ισοµερή, µπορούν να αυξήσουν την LDL χοληστερόλη και να 

µειώσουν την HDL, προκαλώντας έτσι µη επιθυµητό αποτέλεσµα στο κλάσµα 

LDL:HDL. 

Το βασσενικό οξύ (11t-18:1) είναι το πιο σηµαντικό trans ισοµερές µε αναλογία 

που κυµαίνεται µεταξύ 30 και 60% του ολικού trans-18:1. Η συγκέντρωση του trans-18:1 

ποικίλει σηµαντικά από 2 έως 6%, µε µέση ποσότητα για το λίπος του γάλακτος από 

πολλές Ευρωπαϊκές χώρες µεταξύ 3,3 µε 4,4%.  

Το 9c, 11t-18:2 (RA: Rumenic acid) είναι το βασικό ισοµερές του συζευγµένου 

λινολεϊκού οξέος (CLA: Conjugated Linoleic Acids) στο λίπος του αγελαδινού γάλακτος, 

αποτελώντας περίπου το 80-90% του ολικού. Αυτό το ισοµερές παράγεται ως ενδιάµεσο 

κατά τη διάρκεια της βιοϋδρογόνωσης των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων στη µεγάλη 

κοιλία των µηρυκαστικών, κυρίως του λινολεϊκού (LA) και α- λινολενικού (cis-9,cis-

12,cis-15 C18:3, LNA), και από τον αποκορεσµό του βασσενικού οξέος (trans-11 C18:1, 

TVA) στο µαστικό αδένα, µέσω της D9 (Prandini et al., 2010). Ο όρος CLA αναφέρεται 

σε ένα µίγµα γεωµετρικών ισοµερών του οκταδεκαδιενοϊκού οξέος µε συζευγµένους 

διπλούς δεσµούς (π.χ. 10t,12c-18:2, 10t,12t-18:2) (Fox & McSweeney, 2006). 

Σύµφωνα µε τους Jahreis et al., 1999, η ολική µέση ποσότητα του CLA φαίνεται 

να µειώνεται ως ακολούθως: πρόβειο>αγελαδινό>αίγειο λίπος γάλακτος µε 1,08%, 

1,01% και 0,65% αντιστοίχως, αλλά οι πληροφορίες σχετικά µε τα µικρά µηρυκαστικά 

είναι πολύ ανεπαρκείς για να υπάρχει πλήρης εικόνα. Η συγκέντρωση του CLA σε 

διαφορετικά είδη µηρυκαστικών ποικίλει ανάλογα µε την εποχή κυρίως λόγω των 

διακυµάνσεων που προκαλούνται στους διατροφικούς παράγοντες. Η µεγαλύτερη 

εποχική διαφορά που µετρήθηκε στο πρόβειο γάλα ήταν 1,28% το καλοκαίρι και 0,54% 

στο τέλος της χειµερινής περιόδου (Park et al., 2007). 

 

2.4 Λιπαρά οξέα στο αγελαδινό, πρόβειο και αίγειο γάλα 
 

Τα περισσότερα λιπαρά οξέα, από το οξικό (C2:0) µέχρι το αραχιδονικό οξύ 

(C20:0), περιέχουν ζυγό αριθµό ατόµων άνθρακα. Πέντε λιπαρά οξέα (C10:0, C14:0, 

C16:0, C18:0, και C18:1) αποτελούν ποσοστό >75% των ολικών λιπαρών οξέων του 

αίγειου και του πρόβειου γάλακτος (Πίν. 2-2). Τα επίπεδα των µεταβολικής αξίας µικρής 

και µεσαίας αλύσου λιπαρών οξέων, καπροϊκό (C6:0) (2.9%, 2.4%, 1.6%), καπρυλικό 

(C8:0) (2.6%, 2.7%, 1.3%), καπρικό (C10:0) (7.8%, 10.0%, 3.0%), και λαουρικό (C12:0) 
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(4.4%, 5.0%, 3.1%) είναι σηµαντικά υψηλότερα στο πρόβειο και στο αίγειο γάλα σε 

σχέση µε το αγελαδινό αντιστοίχως. Αυτά τα λιπαρά οξέα σχετίζονται µε τη 

χαρακτηριστική γεύση των τυριών και µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την ανίχνευση 

µίξης µε γάλα διαφορετικών ζωικών ειδών (Park et al., 2007). 

Το πρόβειο και το αίγειο γάλα περιέχουν µεγαλύτερη αναλογία λιπαρών οξέων 

C:8 – C:14 σε σχέση µε το αγελαδινό (Καµιναρίδης & Μοάτσου, 2009). 

 

2.5 Μέθοδοι προσδιορισµού λιπαρών οξέων 

 

Ο προσδιορισµός των λιπαρών οξέων µπορεί να γίνει µε διάφορες µεθόδους, 

σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, µερικές από τις οποίες αναφέρονται παρακάτω: 

• Αέριος Χρωµατογραφία (G.C) 

• Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC) 

• Φασµατοµετρία Μαζών (M.S) 

• Φασµατοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού (N.M.R) 

 

2.5.1. Αέριος Χρωµατογραφία (Gas Chromatography) 

 

 Η αέριος χρωµατογραφία είναι µια από τις πολλές µεθόδους χρωµατογραφίας. 

Περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1952 και αποτελεί την περισσότερο διαδεδοµένη 

µέθοδο λόγω της ταχύτητας και της ευκολίας µε την οποία πολύπλοκα µίγµατα µπορούν 

να αναλυθούν, αφού απαιτείται πολύ µικρή ποσότητα δείγµατος, εµφανίζει ευελιξία, 

αξιοπιστία και χαµηλό κόστος εξοπλισµού .  

 Η χρωµατογραφία είναι µια διαδικασία διαχωρισµού που χρησιµοποιεί τη 

διαφορά των συντελεστών ισορροπίας των συστατικών ενός µίγµατος για να 

διαχωριστούν αυτά ανάµεσα σε µια στατική φάση µεγάλης ειδικής επιφάνειας και µιας 

κινητής φάσης, η οποία διέρχεται τη στατική. 

Η χρωµατογραφία χρησιµοποιεί αυτές τις δυο διαφορετικές φάσεις: µια στατική 

και µια κινητή. Αυτές οι δυο συνθήκες µαζί εγγυώνται πολύ γρήγορη µεταφορά µάζας 

µεταξύ των φάσεων και ραγδαία τοπική ισορροπία. Τα συστατικά του αναλυόµενου 

µίγµατος πρέπει να είναι διαλυτά στην κινητή φάση και πρέπει να υπάρχει κάποιου 

είδους φυσικοχηµική επεξεργασία, η οποία επιτρέπει στα συστατικά του αναλυόµενου 

µίγµατος να ισορροπούν µεταξύ της κινητής και της στατικής φάσης. Έτσι οι 
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εξεταζόµενες ουσίες πρέπει να είναι πτητικές ή να µετατρέπονται σε πτητικά παράγωγα 

µε κατάλληλα αντιδραστήρια, όπως συµβαίνει µε τις λιπαρές ύλες όπου τα γλυκερίδια 

των λιπαρών οξέων µετατρέπονται σε µεθυλεστέρες, πτητικές ενώσεις. 

Η στατική φάση µπορεί να είναι στερεά ή υγρή. Στην πρώτη περίπτωση (Αέρια- 

Στερεή Χρωµατογραφία) η προσρόφηση είναι η κύρια διαδικασία ισορροπίας που 

χρησιµοποιείται, ενώ στη δεύτερη περίπτωση (Αέρια - Υγρή Χρωµατογραφία), για να 

αποφευχθούν πιθανές καταστροφικές συνέπειες του µεταφερόµενου δείγµατος και να 

επιτραπεί γρήγορη ανταλλαγή µεταξύ των δυο φάσεων, το υγρό διασκορπίζεται σε µια 

στερεά φάση. Η κινητή φάση µπορεί να είναι αέρια ή υγρή. Σχεδόν σε όλες τις εφαρµογές 

θεωρείται ότι η συµπεριφορά της αέριας κινητής φάσης είναι ιδανική (Guiochon & 

Guillemin, 1988; Fox & McSweeney 2006).  

Τα βασικά µέρη ενός τυπικού συστήµατος αέριας χρωµατογραφίας είναι: α) 

Φέρον αέριο, β) Ρυθµιστής πιέσεως-Ροόµετρο, γ) Σύστηµα εισαγωγής δείγµατος, δ) 

Στήλες, ε) Θερµοστατούµενος κλίβανος, στ) Ανιχνευτής και ζ) Καταγραφέας –Η/Υ-

Εκτυπωτής (Εικ. 2-4). 

  Συνοπτικά, ένας αέριος χρωµατογράφος λειτουργεί ως εξής: ένα αδρανές φέρον 

αέριο [συνηθέστερα ήλιο (He)] ρέει συνεχώς, από ένα µεγάλο κύλινδρο που φέρει το 

αέριο, µέσα από την πύλη έγχυσης, την στήλη και τον ανιχνευτή. Ο ρυθµός ροής του 

φέροντος αερίου ελέγχεται προσεκτικά για να εξασφαλιστεί η αναπαραγωγή των χρόνων 

(όγκων) συγκρατήσεως. Το δείγµα εισάγεται (συνήθως µε µικροσύριγγα) στην 

θερµαινόµενη πύλη έγχυσης όπου εξατµίζεται και µεταφέρεται µέσα στη στήλη, συνήθως 

µια τριχοειδή στήλη µήκους 15 µε 30 µέτρα, καλυµµένη εσωτερικά µε ένα λεπτό (0,2µm) 

φιλµ υψηλού βρασµού υγρό (στατική φάση). Το δείγµα χωρίζεται µεταξύ της κινητής και 

της στατικής φάσης και τελικά διαχωρίζεται στα συστατικά του βασιζόµενο σε µια 

σχετική διαλυτότητα στην υγρή φάση και στις σχετικές πιέσεις ατµού. Μετά τη στήλη, το 

φέρον αέριο και το δείγµα περνούν από έναν ανιχνευτή. Με τον ανιχνευτή γίνεται φανερή 

η παρουσία καθενός από τα συστατικά του µίγµατος, τα οποία εξέρχονται από τη στήλη, 

προσδιορίζεται η ποσότητα ή η συγκέντρωσή τους µέσα στο φέρον αέριο και 

δηµιουργείται ένα ηλεκτρικό σήµα. Το σήµα αυτό µεταφέρεται σε ένα σύστηµα 

επεξεργασίας δεδοµένων, το οποίο τελικά διαµορφώνει ένα χρωµατογράφηµα. Στο τέλος 

του αεριοχρωµατογραφήµατος δίνονται ο χρόνος συγκράτησης, το εµβαδόν και η 

εκατοστιαία σύσταση των συστατικών του δείγµατος (McNair & Miller 2009). 
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Εικόνα 2-4: Σχηµατική απεικόνιση αέριου χρωµατογράφου 

Πηγή: http://en.wikibooks.org/wiki/A-

level_Applied_Science/Finding_out_about_substances/Chromatography 

 

2.5.1.1 Μέθοδοι εκχύλισης λιπιδίων για την εφαρµογή αέριας χρωµατογραφίας 

 

 Στις τεχνικές αέριας χρωµατογραφίας για τον προσδιορισµό των λιπαρών οξέων, 

απαιτείται η παραλαβή των λιπιδίων πριν από τη σαπωνοποίηση του δείγµατος. Σε βιβλία 

και σε άρθρα, µπορούν να βρεθούν διάφορες διαδικασίες, µε χρήση διαφόρων διαλυτών 

που στοχεύουν στη βελτίωση της εκχύλισης του λίπους από τα γαλακτοκοµικά προϊόντα. 

Οι πιο γνωστές από τις µεθόδους αυτές είναι οι εξής: 

• Η µέθοδος του Folch όπου χρησιµοποιούνται ως µέσα εκχύλισης χλωροφόρµιο 

και αιθανόλη. 

• Η µέθοδος Soxhlet, η οποία χρησιµοποιεί ως µέσο εκχύλισης οργανικό διαλύτη, 

συνήθως εξάνιο ή πετρελαϊκό αιθέρα (IDF, 1995). 

• Η µέθοδος Bligh and Dyer (1959), η οποία χρησιµοποιεί ως µέσα εκχύλισης 

µίγµα χλωροφορµίου και µεθανόλης (Bligh and Dyer, 1957). 

• Η µέθοδος Sheppard (1963), η οποία χρησιµοποιεί ως µέσα εκχύλισης µίγµα 

αιθανόλης και διαιθυλαιθέρα 

(http://www.incardiology.gr/odigies/odigies_xolisterini.htm) 

Φιάλη αερίου, π.χ. 
Ήλιο 

Ρυθµιστής 
πιέσεως-Ροόµετρο 

∆είγµα 

Πύλη έγχυσης 

Στήλη χρωµατογραφίας 

Θερµοστατούµενος 
Κλίβανος 

Ανιχνευτής 

Χρωµατογράφηµα 

Καταγραφέας 

http://en.wikibooks.org/wiki/A-level_Applied_Science/Finding_out_about_substances/Chromatography
http://en.wikibooks.org/wiki/A-level_Applied_Science/Finding_out_about_substances/Chromatography
http://www.incardiology.gr/odigies/odigies_xolisterini.htm
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• H µέθοδος «Rose-Gottlieb» (RG), στην οποία χρησιµοποιείται αρχικά αµµωνία 

και αιθυλική αλκοόλη και στην συνέχεια γίνονται εκχυλίσεις µε διαιθυλαιθέρα 

και πετρελαϊκό αιθέρα. 

• Η µέθοδος µε µέσο εκχύλισης τον διαιθυλαιθέρα (DE). 

• Η µέθοδος µε µέσο εκχύλισης το εξάνιο. 

• Η µέθοδος που χρησιµοποιεί για την εκχύλιση, αµµωνία, διαιθυλαιθέρα και 

πετρελαϊκό αιθέρα. 

• Η µέθοδος Schmid Bondzynsky Ratzlaff (SBR) που χρησιµοποιεί αρχικά 

υδροχλώριο και αιθυλική αλκοόλη και στη συνέχεια διαιθυλαιθέρα και 

πετρελαϊκό αιθέρα. 

• Η µέθοδος που χρησιµοποιεί ως µέσο εκχύλισης µίγµα χλωφορµίου και 

µεθανόλης. 

• Η µέθοδος IDF (International Dairy Federation), η οποία χρησιµοποιεί για την 

εκχύλιση, αµµωνία, αιθανόλη  και πετρελαϊκό αιθέρα. 

• Η µέθοδος AOAC, η οποία για την εκχύλιση χρησιµοποιεί χλωροφόρµιο, 

µεθανόλη και νερό. 

    Η µέθοδος Soxhlet είναι η πιο συχνά χρησιµοποιούµενη ηµισυνεχής µέθοδος. Η 

µέθοδος αυτή περιγράφηκε από τον Soxhlet το 1879 και χρησιµοποιεί ένα ειδικό όργανο, 

τον εκχυλιστή Soxhlet (www.extraction\Lipid extraction, general methods.htm). Ως 

µειονεκτήµατα αυτής της µεθόδου αναφέρονται: η µικρή εκχύλιση των πολικών λιπιδίων, 

το µεγάλο χρονικό διάστηµα που απαιτείται, και ο κίνδυνος από τις υψηλές θερµοκρασίες 

στις οποίες θερµαίνονται οι διαλύτες (www.cyberlipid.org/sterols/ster0003.htm). 

 Μια ευρύτατα διαδεδοµένη µέθοδος που χρησιµοποιείται για την εκχύλιση των 

λιπιδίων είναι η µέθοδος του Folch. Η µέθοδος του Folch συγκρίθηκε µε εκείνη των 

Bligh and Dyer και διαπιστώθηκε πως έδωσε ελαφρά αυξηµένη τιµή λιπαρών οξέων. ∆ύο 

ακόµη, πολύ συνηθισµένες µέθοδοι που έχουν αναφερθεί για την προετοιµασία του 

δείγµατος, η AOAC και η Sheppard, περιλαµβάνουν πολλαπλά βήµατα που απαιτούν 

οµογενοποίηση του δείγµατος, υψηλές ποσότητες διαλυτών, ποσοτική µεταφορά και 

διήθηση µέσω ηθµού. Το εκχύλισµα πλένεται µε νερό ή διάλυµα αλατιού και 

φυγοκεντρείται ώστε να διαχωριστούν οι φάσεις. Η φάση µε το χλωροφόρµιο διηθείται 

από θειϊκό νάτριο και τελικά εξατµίζεται µε άζωτο 

(http://www.incardiology.gr/odigies/odigies_xolisterini.htm). Οι Washburn & Nix, (1974) 

αναφέρουν ότι η χρήση θειϊκού νατρίου ή όχι, δεν έχει καµία επίπτωση στο ποσοστό των 

http://www.cyberlipid.org/sterols/ster0003.htm
http://www.incardiology.gr/odigies/odigies_xolisterini.htm
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λιπιδίων που εκχειλίζονται. Η πιο ευρεία όµως χρησιµοποιούµενη µέθοδος για την 

παραλαβή των λιπιδίων και της χοληστερόλης είναι η µέθοδος Folch. 

 Η υψηλή ευαισθησία των αναλυτικών µεθόδων, που απαιτούνται για την 

παραλαβή µικρών ποσοτήτων λιπιδίων, απαιτεί τη χρήση πολύ καθαρών διαλυτών και 

σκευών. Επιπλέον, όλα τα λιπίδια πρέπει να προστατευθούν από την υποβάθµιση µέσω 

της οξείδωσης από το διαλύτη, το οξυγόνο και τα ένζυµα, σε συνδυασµό µε τη 

θερµοκρασία και το φως.  

    ∆εδοµένου ότι η απροσεξία στο προκαταρκτικό στάδιο της εκχύλισης µπορεί να 

οδηγήσει στην απώλεια συστατικών που µας ενδιαφέρουν, πρέπει να λαµβάνονται 

διάφορες προφυλάξεις που συνοψίζονται κατωτέρω. Οι Gunstone & Padley (1997) 

αναφέρουν ότι η καταλληλότητα του διαλύτη εξαρτάται από την πολικότητα της ουσίας 

προς εκχύλιση, καθώς και από την πολικότητα του διαλύτη. Τα πολικά λιπίδια είναι 

περισσότερο ευδιάλυτα σε πολικούς διαλύτες, όπως στην αλκοόλη, από ότι σε µη 

πολικούς, όπως στο εξάνιο. ∆ιαφορετικά συστατικά έχουν διαφορετική πολικότητα, που 

σηµαίνει ότι είναι απίθανο να επιλεγεί ένας οργανικός διαλύτης για να εκχειλίσει όλα τα 

συστατικά. Επίσης ο διαλύτης που θα επιλεχθεί πρέπει να έχει σχετικά χαµηλό σηµείο 

βρασµού, έτσι ώστε να αποµακρυνθεί εύκολα στον εξατµιστήρα.  

 Τα ουδέτερα λιπίδια ή γενικά τα λιπίδια εκχυλίζονται µε σχετικά µη πολικούς 

διαλύτες όπως ο διαιθυλαιθέρας ή το χλωροφόρµιο, τα οποία πρέπει να βρίσκονται σε 

σκοτεινόχρωµα µπουκάλια ή σε σκοτεινούς χώρους. Αυτοί οι διαλύτες πρέπει να 

εξετάζονται ως προς τα επίπεδα υπεροξειδίου, τα οποία πρέπει να διατηρούνται χαµηλά. 

    Η αλκοόλη είναι καλός διαλύτης για τα περισσότερα λιπίδια, καθώς επίσης και η 

µεθανόλη. Το χλωροφόρµιο είναι ένας πολύ χρησιµοποιούµενος διαλύτης, ιδιαίτερα για 

τα λιπίδια της ενδιάµεσης πολικότητας και όταν αναµιγνύεται µε την µεθανόλη, 

δηµιουργείται µίγµα, που χρησιµοποιείται ως γενικός διαλύτης εκχύλισης του λίπους. ∆εν 

είναι πολύ σταθερό, αφού σχηµατίζει φωσγένιο και υδροχλώριο στον αέρα. Το 

διχλωροµεθάνιο (ή διχλωρίδιο µεθυλενίου) είναι ένα παρόµοιο µέσο εκχύλισης του 

λίπους, αλλά λιγότερο οξειδώσιµο. 

    Μεταξύ των υδρογονανθράκων, το εξάνιο είναι αυτό που χρησιµοποιείται πιο 

συχνά. Το εξάνιο µπορεί να αντικατασταθεί από τον πετρελαϊκό αιθέρα, που αποτελεί 

µίγµα διάφορων υδρογονανθράκων µε 5 έως 8 άτοµα άνθρακα. Το κυκλοεξάνιο 

χρησιµοποιείται µερικές φορές για να εκχυλίσει τα κλάσµατα του λίπους στο κρύο, χωρίς 

τον κίνδυνο εξάτµισής τους, δεδοµένου ότι παγώνει στους -6°C. Το βενζόλιο δεν 
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χρησιµοποιείται πλέον, διότι θεωρείται ότι περιέχει µια ισχυρή καρκινογόνο ουσία. Αυτό 

µπορεί να αντικατασταθεί από το τολουόλιο που, όµως, είναι δυσκολότερο να εξατµιστεί.  

 

2.5.2. Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης (HPLC) 

 

Στην υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης ή απόδοσης (ή απλώς υγρή 

χρωµατογραφία), η στατική φάση είναι στερεό υπόστρωµα, που βρίσκεται συσκευασµένο 

σε στήλη, ενώ η κινητή φάση είναι υγρό. Η διαβίβαση της υγρής κινητής φάσης µέσα 

από τη στατική φάση πετυχαίνεται µε την χρησιµοποίηση αντλιών υψηλής πιέσης, όταν η 

στατική φάση αποτελείται από πολύ µικρής διαµέτρου και εποµένως µεγάλης 

αντίστασης, σωµατίδια υψηλής διαχωριστικής απόδοσης (Υγρή Χρωµατογραφία Υψηλής 

Πίεσης ή Απόδοσης - HPLC). 

Η υγρή χρωµατογραφία είναι ιδιαίτερα χρήσιµη για το διαχωρισµό και την 

ανάλυση µειγµάτων µοριακών ή ιοντικών ενώσεων µε χαµηλές τάσεις ατµών, καθώς και 

θερµικά ασταθών ενώσεων, που δεν µπορούν να εξαερωθούν χωρίς να διασπασθούν. Η 

HPLC είναι σήµερα η περισσότερο χρησιµοποιούµενη χρωµατογραφική τεχνική για την 

ποιοτική και ποσοτική ανάλυση πολύπλοκων µειγµάτων (LKB – Producter,1982). 

 Ένα σύστηµα HPLC αποτελείται από τα εξής µέρη: α) δοχείο κινητής φάσης- 

διαλύτη, β) υψηλής πίεσης αντλία, γ) σύστηµα έγχυσης του δείγµατος, δ) στήλη, ε) 

ανιχνευτή, στ) καταγραφέα ή ηλεκτρονικό υπολογιστή - εκτυπωτή (Εικ. 2-5). 

Η διαδικασία ανάλυσης ενός δείγµατος µε τη µέθοδος της υγρής χρωµατογραφία 

πραγµατοποιείται ως εξής: καθώς ο διαλύτης (κινητή φάση) προωθείται προς τη στήλη µε 

τη βοήθεια της αντλίας, το δείγµα εισάγεται στο σύστηµα µε ένεση στη µονάδα 

εισαγωγής δείγµατος ακριβώς πριν τη στήλη. Έτσι, η κινητή φάση, περιέχοντας και µια 

µικρή ποσότητα δείγµατος, εισέρχεται στην στενή, κυλινδρική, γεµισµένη 

χρωµατογραφική στήλη. Καθώς το δείγµα κινείται µέσα στη στήλη, µε τη βοήθεια της 

κινητής φάσης, τα συστατικά του διαχωρίζονται και όταν εκλούονται, σε διαφορετικούς 

χρόνους, η ύπαρξή τους καταγράφεται από έναν ανιχνευτή. Η ύπαρξη µοντέλων 

χρωµατογραφηµάτων για συγκεκριµένες ουσίες, κάνει δυνατή την ταυτοποίηση των 

συστατικών των δειγµάτων, βάσει των χρόνων ή των ποσοτήτων έκλουσης. Η ποσότητα 

του κάθε συστατικού προσδιορίζεται από το ύψος ή την περιοχή της κορυφής του στο 

χρωµατογράφηµα (Strobel & Heineman, 1989; McMaster, 2007; Meyer, 2010).  
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Εικ. 2-5: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση χρωµατογράφου  HPLC 

Πηγή: http://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10049055&locale=en_GR 

 

2.5.3. Φασµατοµετρία µαζών (Mass Spectrometry) 

 

Βασική αρχή της φασµατοµετρίας µαζών είναι η δηµιουργία ιόντων, είτε από 

ανόργανα είτε από οργανικά συστατικά, µε οποιαδήποτε κατάλληλη µέθοδο, ο 

διαχωρισµός των ιόντων αυτών ανάλογα µε το πηλίκο m/z (µάζα /φορτίο) και η 

ανίχνευσή τους ποιοτικά και ποσοτικά σύµφωνα µε το αντίστοιχο πηλίκο τους m/e και 

την ποσότητά τους.  

Τα φασµατόµετρα µαζών αποτελούνται από: α) το θάλαµο ιοντισµού, όπου 

µετατρέπεται η ένωση σε ιόντα, συνήθως κατιόντα µε απόσπαση ενός ηλεκτρονίου, β) 

τον αναλυτή µαζών, όπου γίνεται διαχωρισµός των ιόντων µε βάση το λόγο m/z, και γ) 

τoν ανιχνευτή. 

Στο φασµατόµετρο µαζών τα παραγόµενα ιόντα επιταχύνονται στο εσωτερικό 

ηλεκτρικού πεδίου και στη συνέχεια αποκλίνουν από την αρχική τους πορεία υπό την 

επίδραση µαγνητικού πεδίου, ανάλογα µε το πηλίκο m/z. Στη συνέχεια µε τον ανιχνευτή 

µπορεί να µετρηθεί το ηλεκτρικό ρεύµα, που παρέχουν τα ιόντα µε διαφορετικό λόγο 

m/z. Το διάγραµµα (προφίλ) που θα προκύψει από την ένταση του µετρούµενου 

ρεύµατος, σε συνάρτηση µε το λόγο m/z, αποτελεί το φάσµα µαζών (Gross, 2004). 

∆ιαλύτης 
(Κινητή 
φάση) 

 Αντλία 
Σύστηµα µεταφοράς 

διαλύτη 
 

∆είγµα 
 

Ανιχνευτής 
 

Στήλη (Στατική 
φάση) 

 
Πύλη έγχυσης 
 

Χρωµατογράφηµα 
 

Απόβλητα 
 

Επεξεργασία 
στοιχείων 
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2.5.4. Φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (N.M.R-

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) 

 

 Το NMR είναι µια τεχνική φασµατοσκοπίας, η οποία βασίζεται στις µαγνητικές 

ιδιότητες του ατοµικού πυρήνα. Όταν βασικοί ατοµικοί πυρήνες τοποθετούνται σε ένα 

ισχυρό µαγνητικό πεδίο, συντονίζονται σε µια χαρακτηριστική συχνότητα στο φάσµα 

ραδιοσυχνοτήτων του ηλεκτροµαγνητικού φάσµατος. Ελαφριές διακυµάνσεις στη 

συχνότητα συντονισµού δίνουν λεπτοµερείς πληροφορίες σχετικά µε τη δοµή των µορίων 

στα οποία ανήκει το άτοµο.Η βασική διάταξη για την παρατήρηση φάσµατος N.M.R 

περιλαµβάνει ένα ισχυρό µαγνήτη, ένα ποµπό ραδιοσυχνότητας, ένα δέκτη- ενισχυτή και 

ένα καταγραφέα (Jacobsen, 2007). 

 Τα κύρια χαρακτηριστικά της φασµατοσκοπίας NMR είναι: είναι µια µέθοδος, 

που καθιστά δυνατή την πραγµατοποίηση διαφορετικών αναλύσεων στο ίδιο δείγµα. 

Μπορεί να ανιχνεύσει διαφορετικούς πυρήνες, επιτρέποντας την µελέτη του δείγµατος 

υπό διαφορετικές πλευρές. Είναι ευαίσθητης δοµής, δηλαδή ικανή να ερευνά δοµικά 

χαρακτηριστικά, είναι ευαίσθητη σε δυναµικές επιτρέποντας την διαφοροποίηση µεταξύ 

των µορίων ή τµηµάτων των µορίων µε διαφορετική κινητικότητα (Belloque and Ramos, 

1999).  

 

2.5.5. Αέριος Χρωµατογραφία – Φασµατοµετρία Μαζών (GC-MS) 

 

 Η αέριος χρωµατογραφία είναι βασικά µέθοδος διαχωρισµού και όχι µέθοδος 

ταυτοποίησης των συστατικών του δείγµατος. Όταν όµως αυτή συνδυαστεί µε τη 

φασµατοµετρία µαζών, τότε γίνεται ισχυρότατο µέσο ταυτοποίησης πολυπλοκότερων 

δειγµάτων. Το  G.C-M.S αποτελεί µια από τις πιο πετυχηµένες συνδυαστικές τεχνικές. 

 Ο αέριος χρωµατογράφος χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό των ουσιών ενώ το 

φασµατόµετρο µαζών (M.S) χρησιµοποιείται για την απόλυτη ταυτοποίηση των ουσιών 

(McMaster, 2008).  
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2.5.6. Συνδυασµός Υγρής Χρωµατογραφία Υψηλής Απόδοσης – 

Φασµατοµετρία Μαζών (HPLC-MS) 

 

 Ο συνδυασµός της χρωµατογραφίας µε τη φασµατοµετρία µαζών σήµερα παρέχει 

την πιο ευρεία αναλυτική προσέγγιση για τον χαρακτηρισµό πολύπλοκων µιγµάτων. 

Παρόλο που η τεχνική GC-MS αποτελεί την πιο συχνή επιλογή για τον χαρακτηρισµό 

πτητικών, θερµικά σταθερών συστατικών, ο συνδυασµός HPLC-MS παρέχει παρόµοια 

αναλυτική τεχνολογία για την µεγαλύτερη αναλογία των συστατικών, είτε µη πτητικών 

είτε µη θερµικά σταθερών, δηλαδή όλων αυτών που δεν µπορούν να διαχωριστούν µε την 

αέριο χρωµατογραφία. 

 Το µειονέκτηµα των συστηµάτων αυτών είναι το κόστος τους, το οποίο είναι 

υψηλό τόσο ώστε η αγορά τους από τα περισσότερα εργαστήρια να είναι ανέφικτη 

(Jinno, 1992). 
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Κεφάλαιο 3 
Υλικά και µέθοδοι 

 

3.1 Ανάπτυξη ανοσοενζυµικής µεθόδου sandwich ELISA 

 

3.1.1 Σκοπός της µελέτης 

 

Σκοπός της παρούσας πειραµατικής µελέτης ήταν ο προσδιορισµός της νοθείας 

γαλακτοκοµικών προιόντων µε δυο τρόπους. Ο πρώτος ήταν η ανάπτυξη ανοσολογικής 

µεθόδου (in house sandwich ELISA) και ο δεύτερος µε προσδιορισµό των λιπαρών 

οξέων. 

Έτσι για τον πρώτο τρόπο αναπτύχθηκε ανοσοενζυµική µέθοδος sandwich ELISA 
µε σκοπό την ακριβή ανίχνευση του είδους γάλακτος που χρησιµοποιείται  για την 

παρασκευή γαλακτοκοµικών προϊόντων. Για την εφαρµογή της µεθόδου παράχθηκαν 

ειδικά αντισώµατα έναντι της αίγειας ανοσοσφαιρίνης IgG. Τα στάδια της πειραµατικής 

αυτής διαδικασίας παρουσιάζονται στο διάγραµµα της Εικόνας 3-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 3-1: ∆ιάγραµµα απεικόνησης σταδίων για την εφαρµογή της µεθόδου sandwich ELISA 

 

Ανάπτυξη αντισωµάτων έναντι αίγειας και βόειας 

ανοσοσφαιρίνης IgG σε πρόβατα (anti-sheep IgG) 

Έλεγχος τίτλου αντισωµάτων 

(µε εφαρµογή µεθόδου έµµεσης ELISA) 

Καθαρισµός και παραλαβή αντισωµάτων µε 

χρωµατογραφία συγγένειας 

Επισήµανση αντισωµάτων (Βιοτινυλίωση) 

 

Χρήση βιοτινυλιωµένου αντισώµατος  

και εφαρµογή της sandwich ELISA 
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3.1.2 Ανάπτυξη αντισωµάτων έναντι αίγειας και βόειας ανοσοσφαιρίνης 

IgG σε πρόβατα  

 

3.1.2.1 Σκοπός της πειραµατικής διαδικασίας 

 

Σκοπός ήταν η ανάπτυξη αντισωµάτων σε πρόβατα έναντι της αίγειας και της 

βόειας ανοσοσφαιρίνης IgG. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν τέσσερα θηλυκά 

πρόβατα φυλής Μπούτσικο, στα οποία πραγµατοποιήθηκε η ανοσοποίηση. Η 

ανοσοποίηση έλαβε χώρα στις πειραµατικές σταυλικές εγκαταστάσεις του Γεωπονικού 

Πανεπιστηµίου Αθηνών κατά το χρονικό διάστηµα Ιουνίου - Σεπτεµβρίου του 2010. 

Το πρωτόκολλο χορήγησης ανοσογόνου και δειγµατοληψιών περιελάµβανε τα 

εξής στάδια (Πιν. 3-1): 

 

Πίνακας 3-1: Στάδια πειραµατικής διαδικασίας 

Ηµεροµηνία Εβδοµάδα Εργασία 

30-06-2010 0 1η δειγµατοληψία αίµατος 

05-07-2010 0 1η ανοσοποίηση µε πλήρες 
ανοσοενισχυτικό 

14-07-2010 2 1η αναµνηστική µε µη πλήρες 
ανοσοενισχυτικό 

21-07-2010 3 2η δειγµατοληψία αίµατος 

27-07-2010 4 3η δειγµατοληψία αίµατος & 
ακολούθως  
2η αναµνηστική µε µη πλήρες 
ανοσοενισχυτικό 

13-08-2010 7 4η δειγµατοληψία αίµατος 

17-08-2010 7 3η αναµνηστική µε µη πλήρες 
ανοσοενισχυτικό 

06-09-2010 11 5η δειγµατοληψία αίµατος 

 

 3.1.2.2 Ανοσοποίηση και αιµατοληψία ζώων 

 

Πραγµατοποιήθηκαν συνολικά τέσσερις ανοσοποιήσεις στα ζώα σε διαδοχικές 

ηµεροµηνίες και πέντε αιµατοληψίες. Στα δύο από τα τέσσερα ζώα πραγµατοποιήθηκαν 

ανοσοποιήσεις µε αντιγόνο αίγειας IgG και στα άλλα δύο ανοσοποιήσεις µε αντιγόνο 

βόειας IgG. 
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Υλικά 

• Πλήρες ανοσοενυσχητικό (Freunds Complete Adjuvant (FCA)) – 0 εβδοµάδα 

• Μη πλήρες ανοσοενυσχητικό (Freunds incomplete Adjuvant (FIA)) - 2-3 

εβδοµάδες 

• Goat IgG antigen  

• Bovine IgG antigen 

• Σύριγγες γυάλινες των 3ml µε βελόνες 25-27 gauge (Εικ. 3-1) 

• Σύριγγες των 10 ml  

• ∆οκιµαστικοί σωλήνες αιµατοληψίας 

• Φυγόκεντρος 

 

Μέθοδος 

Η πρώτη αιµατοληψία πραγµατοποιήθηκε πριν την ανοσοποίηση. Παραλήφθηκαν 

4 ml αίµατος από τη σφαγήτιδα φλέβα ανά ζώο, στα οποία ακολούθησε φυγοκέντρηση µε 

τελική παραλαβή 1ml ορού αίµατος ανά ζώο και φύλαξη στην κατάψυξη στους -200C.  

Στη συνέχεια στα δύο από τα τέσσερα ζώα πραγµατοποιήθηκαν ανοσοποιήσεις µε 

αίγεια IgG και στα άλλα δύο ανοσοποιήσεις µε βόεια IgG. 

Για την 1η ανοσοποίηση χρησιµοποιήθηκαν 2ml αντιγόνο IgG και 2ml πλήρους 

ανοσοενισχυτικού FCA (Freud’s Complete Adjuvant). Η χορήγηση έγινε ενδοδερµικά. 

Στην 1η αναµνηστική ανοσοποίηση χορηγήθηκε 2ml αντιγόνου IgG και 2ml µη 

πλήρους ανοσοενισχυτικού FIA (Freunds Inomplete Adjuvant). Μετά την 

πραγµατοποίηση των 2  ανοσοποιήσεων πραγµατοποιήθηκαν 2 διαδοχικές αιµατοληψίες. 

Σε κάθε µια από αυτές παραλήφθηκε 1ml ορού από το κάθε ζώο, το οποίο φυλάχθηκε 

στην κατάψυξη στους -200C. 

Ακολούθησαν άλλες δύο αναµνηστικές ανοσοποιήσεις και άλλες δυο 

αιµατοληψίες κατά τον προαναφερθέντα τρόπο µε σκοπό την παραλαβή του ορού.  

 

3.1.3 Έλεγχος τίτλου αντισωµάτων 

 

3.1.3.1 Σκοπός της πειραµατικής διαδικασίας 

 

Σκοπός ήταν ο έλεγχος του τίτλου των αντισωµάτων αίγειας και βόειας IgG 

µετά την πραγµατοποίηση των διαδοχικών ανοσοποιήσεων. Χρησιµοποιήθηκε ο ορός 
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που παραλήφθηκε σε κάθε αιµατοληψία. Για το σκοπό αυτό εφαρµόστηκε ELISA 

έµµεσου τύπου (indirect) στο εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Χηµείας του 

Πανεπιστηµίου Πατρών. 

Η µέθοδος εφαρµόστηκε τόσο για τον έλεγχο του τίτλου των αντισωµάτων έναντι 

της αίγειας IgG, όσο και για τον έλεγχο του τίτλου των αντισωµάτων έναντι της βόειας 

IgG. 

 

Υλικά 

• Πλάκα ELISA µε 96 βοθρία 

• Οροί αίµατος ανοσοποιηµένων ζώων  

• Goat IgG antigen 

• Bovine IgG antigen 

• Anti-sheep IgG 

• Αλβουµίνη ορού (BSA) 4% 

• Ρυθµιστικό διάλυµα 0,1Μ NaHCO3 pH 9.5 

• Ρυθµιστικό διάλυµα PBS-Tween (2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4, 

1,5 mM KH2PO4 και 0,05% Tween) 

• Χρωµογόνο υπόστρωµα διάλυµα ΤΜΒ (3,3’,5,5’ τετραµεθυλβενζιδίνη) 

• ∆ιάλυµα 2Μ H2SO4 

• Πιπέττες και ρύγχοι (tips) 

• Φωτόµετρο 

 

Μέθοδος 

Για την επίστρωση των βοθρίων στις πλάκες πολυστυρολίου ή πολυστυρένιο 

χρησιµοποιήθηκε διάλυµα αίγειας ή βόειας ανοσοσφαιρίνης 0,1µg/ml σε ρυθµιστικό 

διάλυµα ανθρακικών pH 9,5 και προστέθηκαν από αυτό 100µl σε κάθε βοθρίο της 

πλάκας ELISA. Οι δυο πλάκες έµειναν όλη τη νύχτα για επώαση σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 

Την επόµενη ηµέρα ακολούθησε 3 φορές πλύσιµο των πλακών ELISA µε διάλυµα 

πλύσης PBS-Tween. Αποµακρυνόταν το διάλυµα από τα φρεάτια, αναποδογυρίζοντας τις 

πλάκες και απορρίπτοντας το περιεχόµενο µε το υλικό πλύσης. Στη συνέχεια, 

προστέθηκαν 200µl διαλύµατος πλύσης στα βοθρία και µετά αφαιρέθηκαν. Η διαδικασία 
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πλύσης επαναλήφθηκε άλλες δυο φορές. Στόχος ήταν να αποµακρυνθεί πλήρως το 

ελεύθερο αντιγόνο. Αφού αποµακρύνθηκε το τελευταίο υγρό πλύσης, έγινε εφαρµογή της 

διαδικασίας blocking. ∆ιάλυµα blocking: BSA 4% µε PBS-Tween: 1.600 mg BSA και 

40ml PBS-Tween, και προστέθηκαν από αυτό 200µl ανά βοθρίο και στις δυο πλάκες. 

Σκοπός του blocking ήταν να µπλοκαριστούν οι πιθανές ελεύθερες θέσεις (σηµεία 

προσρόφησης) στις πλάκες, ώστε όταν προστεθούν τα δείγµατα ορών να δεσµευτούν τα 

αντισώµατα µόνο µε τα δικά τους αντιγόνα. Ακολούθησε επώαση 1 ώρα στους 370C.  

Ακολούθησε πλύσιµο των πλακών µε PBS-Tween δυο φορές όπως 

προηγουµένως. Εν συνεχεία προστέθηκε το εξεταζόµενο αντίσωµα (οροί αίµατος 

ανοσοποιηµένου προβάτου µε goat IgG στη µια πλάκα και οροί αίµατος ανοσοποιηµένου 

προβάτου µε bovine IgG στην άλλη πλάκα). Πραγµατοποιήθηκαν αραιώσεις των προς 

εξέταση ορών διαδοχικά ως εξής: 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000. Έγινε προσθήκη 100µl 

αραιωµένου ορού σε κάθε βοθρίο εις διπλούν, όπως και 100µl τυφλού (αρνητικό control). 

Ακολούθησε επώαση για 2 ώρες και στη συνέχεια πλύσιµο πλακών 3 φορές µε PBS-

Tween. 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε σηµασµένο αντίσωµα του εµπορίου anti-sheep 

IgG συζευγµένο µε υπεροξειδάση σε αραίωση 1/5000: 4µl anti-sheep IgG και 20ml PBS-

Tween, και έγινε προσθήκη 100µl από το αραιωµένο αντίσωµα σε κάθε βοθρίο. Το 

σηµασµένο αντίσωµα συνδέεται µε το εξεταζόµενο αντίσωµα/αντί-ορό που έχει 

προσδεθεί. Ακολούθησε επώαση για 1 ώρα στους +370C και στη συνέχεια πλύσιµο 

πλακών 3 φορές µε PBS-Tween. 

Ακολούθως προστέθηκαν 100µl διαλύµατος υποστρώµατος και χρωµογόνου 

ΤΜΒ σε κάθε φρεάτιο, το οποίο µε την καταλυτική δράση της υπεροξειδάσης του 

σηµασµένου αντισώµατος δίνει έγχρωµο τελικό προϊόν. Ακολούθησε επώαση σε 

θερµοκρασία δωµατίου και σε σκοτεινό µέρος και µετά από περίπου 5min παρατηρήθηκε 

η εµφάνιση χρώµατος. Τερµατίστηκε η αντίδραση προσθέτοντας 100µl διαλύµατος 2Μ 

θειϊκού οξέος σε κάθε βοθρίο. 

Μετρήθηκε η απορρόφηση σε φωτόµετρο µικροπλακιδίων ELISA σε µήκος 

κύµατος 450nm. Βγήκαν οι µέσοι όροι από τις δυο απορροφήσεις ανά δείγµα και από 

αυτό αφαιρέθηκε ο µέσος όρος του τυφλού. Τα αποτελέσµατα παρατίθενται στο 

κεφάλαιο 4-1. ∆ιαγραµµατικά η παραπάνω περιγραφόµενη διαδικασία απεικονίζεται 

στην Eικόνα 3-2.  
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Εικόνα 3-2: ∆ιάγραµµα απεικόνησης σταδίων κατά την εφαρµογή της µεθόδου έµµεσης ELISA 

6. Έκπλυση µε PBS-Tween 

7.Επώαση µε 2ο αντίσωµα συνδεδεµένο µε ένζυµο                                     

 

8. Έκπλυση µε PBS-Tween 

9. Προσθήκη χρωµογόνου διαλύµατος 

10. Επώαση µε το υπόστρωµα του ενζύµου και ανάπτυξη 
χρώµατος 

 

2. Έκπλυση µε PBS-Tween 

3. Μπλοκάρισµα ελεύθερων θέσεων µε BSA 

4. Έκπλυση µε PBS-Tween  

5. Επώαση µε το 1ο αντίσωµα (Προσθήκη ορού) 

 

1. Πρόσδεση αντιγόνου (goat IgG) στο κελί 
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3.1.4 Καθαρισµός και παραλαβή αντισωµάτων µε τη µέθοδο 

χρωµατογραφία συγγένειας (Affinity Chromatography) 

 

3.1.4.1 Σκοπός της πειραµατικής διαδικασίας 

 

Σκοπός της εφαρµογής της χρωµατογραφίας συγγένειας ήταν η παραλαβή 

των αντισωµάτων goat IgG από τον ορό των προβάτων στα οποία έγινε η 

ανοσοποίηση µε τα αντίστοιχα αντιγόνα. Η µέθοδος αυτή βασίζεται στην αντιστρεπτή 

σύνδεση της µακροµοριακής ουσίας, η οποία βρίσκεται στην κινητή φάση και θέλουµε να 

αποµονώσουµε (αντισωµάτα goat IgG), και ενός µικρού ειδικού µορίου που λέγεται 

πρόσδεµα ή ligand (αντιγόνo goat IgG), που είναι συνδεδεµένο µε την στερεά φάση (Κεφ. 

1.3.1.3). ∆ιαγραµµατικά η πειραµατική διαδικασία απεικονίζεται στην Εικόνα 3-3. 

Η διαδικασία έλαβε χώρα στο εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Χηµείας του 

Πανεπιστηµίου Πατρών. 

 

Υλικά 

• Ορός προβάτων (Abs) 

• Goat IgG antigen 

• CNBr-activated Sepharose 4B 

• Buffer NaHCO3 0.25 M και NaCl 1 Μ PH 8,5 

• HCl 1mM  

• Ethanolamine 1 Μ 

• Ρυθµιστικό διάλυµα οξικών 0,1Μ και NaCl 0,5 Μ, pH 4 

• Ρυθµιστικό διάλυµα 0.2M Γλυκίνη και 0.5Μ NaCl, pH 2.3 (2X) και 10% ∆ιοξάνη 

• Tris 1M 

• ∆ιάλυµα πλύσης PBS-Tween (2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4, 

1,5 mM KH2PO4 και 0,05% Tween) 

• Φιάλη κενού 

• Πορώδες γυάλινο φίλτρο (sintered glass filter) 

• Στήλη χρωµατογραφίας περιεκτικότητας 10ml 

• Κόκκοι κρυστάλλων (anti-bumping granules) 

• Πιπέτα Pasteur 
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• Πιπέττες και ρύγχη (tips) 

• Πλαστική ράβδος 

• Falcon 15ml 

• Ζυγός ακριβείας 

• Φυγόκεντρος 

• Φωτόµετρο 

Μέθοδος 

1. Προετοιµασία πηκτής (διόγκωση και πλύσιµο) 

Λήφθηκε η απαιτούµενη ποσότητα CNBr-activated Sepharose 4B. H CNBr-activated 

Sepharose 4B είναι ένα προενεργοποιηµένο µέσο για την ακινητοποίηση προσδεµάτων 

που περιέχουν πρωτοταγείς αµινοοµάδες. Βρίσκεται σε µορφή λυόφιλη µε την παρουσία 

προσθέτων. Τα πρόσθετα αυτά πρέπει να ξεπλυθούν σε χαµηλό pH (pH 2-3) πριν τη 

σύνδεση του επιθυµητού προσδέµατος. Η χρήση του χαµηλού pH διατηρεί την 

δραστικότητα των αντιδρώντων οµάδων, οι οποίες διαφορετικά υδρολύονται σε υψηλό 

pH. Για αυτό στη συνέχεια ακολούθησε ξέπλυµα της πηκτής µε HCl 1mM. 

1gr CNBr-activated Sepharose 4B δίνει όγκο 4,5ml πηκτής. Οπότε για πηκτή 3ml 

λήφθηκαν 700mgr CNBr-activated Sepharose 4B. Για να διαλυθεί αυτή η ποσότητα έγινε 

προσθήκη λίγων ml HCl 1 mM και παρέµεινε σε ηρεµία για 15 min όπου και 

πραγµατοποιήθηκε διόγκωση της πηκτής. Ακολούθησε τοποθέτηση της πηκτής σε 

πορώδες γυάλινο φίλτρο το οποίο τοποθετήθηκε πάνω σε φιάλη κενού, για να ξεπλυθεί 

µε διάλυµα HCl 1mΜ. Έγινε προσθήκη µικρής ποσότητας HCl 1mΜ, ανάδευση µε 

πλαστική ράβδο και εφαρµογή κενού. Επαναλήφθηκε η διαδικασία (προσθήκη HCl-

ανάδευση-εφαρµογή κενού) έως ότου χρησιµοποιήθηκαν 200ml HCl 1 mM. 

Σύνδεση του προσδέµατος (αντιγόνο goat IgG) 

∆ιαλύθηκε η πρωτεΐνη goat IgG antigen σε 0,85% NaCl και προέκυψε ποσότητα 

10mg /ml. Ακολούθησε προσθήκη 9mg από το διάλυµα αυτό σε 6ml ρυθµιστικού 

διαλύµατος NaHCO3 0.25 M και NaCl 1 Μ pH 8.5. Έγινε γρήγορη µεταφορά της πηκτής 

η οποία είχε ξεπλυθεί µε το HCl 1mM, στο παραπάνω διάλυµα πρωτεΐνης και 

ρυθµιστικού διαλύµατος. Η αναλογία πηκτή:ρυθµιστικό διάλυµα 1:2, θεωρείται ιδανική 

για τη σύνδεση. Το µίγµα αυτό παρέµεινε για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου υπό 

συνεχόµενη ήπια ανάδευση. 
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Εικόνα 3-3: ∆ιάγραµµα απεικόνησης σταδίων χρωµατογραφίας συγγένειας 

 

7. Παραλαβή κλασµάτων                                
Προσθήκη στη στήλη, ρ. δ-τος 0.2M Γλυκίνη και 0.5Μ NaCl 

και διοξάνη 10%  

Εξουδετέρωση του pH όλων των κλασµάτων στο 7. 

1. Προετοιµασία πηκτής  

Ζύγισµα απαιτούµενης ποσότητας CNBr-activated Sepharose 4B και ξέπλυµα µε HCL  

2. Σύνδεση του προσδέµατος (αντιγόνο goat IgG) µε την πηκτή              

∆ιάλυση πρωτεΐνης goat IgG σε ρ. δ-µα NaHCO3 0.25 M και NaCl 1 Μ           

Μεταφορά της πηκτής στο διάλυµα αυτό (πηκτή : ρ. δ-µα 1:2) 

Παραµονή µίγµατος για 2h σε Θº δωµατίου υπό ήπια ανάδευση 

3. Μπλοκάρισµα περίσσειας ενεργών οµάδων 

Φυγοκέντρηση του µίγµατος πηκτή-buffer, απόρριψη υπερ/νου & ξέπλυµα µε ethanolamine 

1M 

4. Προετοιµασία ορού αίµατος που περιέχει τα προς καθαρισµό αντισώµατα 
 

5. Πλύσιµο προϊόντος και προσθήκη ορού 

Ξέπλυµα του µίγµατος πηκτή - ρ. δ-µα εναλλάξ µε ρ. δ-µα NaHCO3 

0.25 M και NaCl 1 Μ και ρ. δ-µα οξικού οξέος 0,1Μ και NaCl 0,5 Μ                                     

Φυγοκέντρηση και απόρριψη υπερκειµένου  

Προσθήκη ορού σε αναλογία πηκτή:δείγµα ορού, 2:1 

Παραµονή στους +4 ºC υπό ήπια ανάδευση 

6. Πακετάρισµα στήλης 

Προσθήκη σε στήλη χρωµατογραφίας του µίγµατος 

πηκτή-δείγµα ορού                                              

Ξέπλυµα µε PBS-Tween (για αποµάκρυνση µη ειδικών 

πρωτεϊνών) 



 73

Μπλοκάρισµα περίσσειας ενεργών οµάδων 

Μετά τις 2 ώρες ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 2.000 rpm/min και απόρριψη του 

υπερκειµένου. Εν συνεχεία προστέθηκαν 9 ml ethanolamine 1M, ακολούθησε ξέπλυµα, 

φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και απόρριψη του υπερκείµενου. Η διαδικασία αυτή 

πραγµατοποιήθηκε 2 φορές. Μετά τις πλύσεις προστέθηκαν µέχρι 10 ml ethanolamine 

1M και παρέµεινε για 2 ώρες υπό ήπια ανάδευση. Στόχος ήταν να µπλοκαριστούν 

υπολείµµατα ενεργών οµάδων, οι οποίες παραµένουν στην πηκτή µετά τη σύνδεση του 

προσδέµατος.  

Παράλληλα τοποθετήθηκε 1 ml ορού που παρουσίασε τον υψηλότερο τίτλο 

αντισωµάτων (Κεφάλαιο 4-1), σε υδατόλουτρο στους +560C για 30 min για να 

πραγµατοποιηθεί αδρανοποίηση του συµπληρώµατος. 

Πλύσιµο προϊόντος 

Μετά την παρέλευση των δυο ωρών, τοποθετήθηκε η πηκτή στην φιάλη κενού µε το 

πορώδες γυάλινο φίλτρο και ακολούθησε ξέπλυµα µε ρυθµιστικό διάλυµα NaHCO3 0.25 

M και NaCl 1 Μ (1X), έγινε ανάδευση και εφαρµογή κενού. Στη συνέχεια ακολούθησε 

ξέπλυµα µε ρυθµιστικό διάλυµα οξικού οξέος 0,1Μ και NaCl 0,5 Μ. Εφαρµόστηκε η 

διαδικασία ξεπλύµατος µε τα δυο ρυθµιστικά διαλύµατα εναλλάξ, χρησιµοποιώντας 

συνολικά περίπου 100ml από το καθένα1. Στη συνέχεια προστέθηκε PBS-Tween 

εξισορροπώντας το pH στο 7. 

Η ξεπλυµένη πλέον πηκτή τοποθετήθηκε σε δοκιµαστικό σωλήνα των 15ml. 

Ξεπλύθηκε το υπόλειµµα από το πορώδες γυάλινο φίλτρο µε PBS-Tween και προστέθηκε 

και αυτό στο δοκιµαστικό σωλήνα. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές για 

ένα λεπτό. Το υπερκείµενο απορρίφθηκε και προστέθηκε ποσότητα ορού τέτοια ώστε να 

δηµιουργηθεί τελικά αναλογία  πηκτή:δείγµα ορού, 2:1. Παρέµεινε το µίγµα στο ψυγείο 

στους +40C για όλο το βράδυ υπό ήπια συνεχή ανάδευση. 

Πακετάρισµα στήλης 

Σε στήλη χρωµατογραφίας χωρητικότητας 10ml προστέθηκαν µερικοί κόκκοι 

πορσελάνης για την αποφυγή αποµάκρυνσης της πηκτής έξω από τη στήλη. Προστέθηκε 

στη στήλη PBS-Τween και στη συνέχεια το µίγµα πηκτή-δείγµα ορού. Ακολούθησε 

                                                 

1 Αυτή η διαδικασία εναλλάξ πλυσίµατος µε ρυθµιστικά διαλύµατα υψηλού και χαµηλού pH, αποµακρύνει 

την περίσσεια προσδέµατος που δεν έχει προσδεθεί στην πηκτή αλλά παραµένει ιονικά συνδεδεµένη µε το 

ακινητοποιηµένο πρόσδεµα. 
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ξέπλυµα του δοκιµαστικού σωλήνα που περιείχε το µίγµα πηκτή-δείγµα ορού µε PBS-

Τween µε τη χρήση πιπέτας Pasteur και προσθήκη αυτής της ποσότητας στη στήλη. Σιγά 

- σιγά αποµακρύνθηκε το PBS-Τween από την στήλη (σταγόνα-σταγόνα). Όταν στο 

τέλος είχε φύγει το PBS-Τween, η πηκτή επικάθησε οµοιόµορφα στη στήλη (Εικ. 3-4). 

Ακολούθησε σταδιακά ξέπλυµα µε συνολική ποσότητα 30ml PBS-Τween µε σκοπό 

να αποµακρυνθούν οι µη ειδικές πρωτεΐνες που υπήρχαν (δηλ. οι πρωτεΐνες εκτός της 

goat IgG). Λήφθηκε 1 ml PBS-Τween προς το τέλος και αυτό φωτοµετρήθηκε στα 

280nm για να διαπιστωθεί αν υπάρχει ακόµα ξένη πρωτεΐνη. Εφόσον διαπιστώθηκε ότι 

υπήρχε µηδενική ξένη πρωτεΐνη, πράγµα που σήµαινε ότι στην πηκτή υπήρχε ενωµένη µε 

το πρόσδεµα µόνο η goat IgG, ακολούθησε η παραλαβή των κλασµάτων. 

Προστέθηκαν στη στήλη ρυθµιστικό διάλυµα 0.2M Γλυκίνη pH 2.3 µε 0.5Μ NaCl 

και διοξάνη 10%, µε το οποίο πραγµατοποιήθηκε η έκλουση των αντισωµάτων goat IgG 

από το πρόσδεµα. Λήφθηκαν 10 κλάσµατα του 1 ml. Εν συνεχεία έγινε έλεγχος του pH 

κάθε κλάσµατος και πραγµατοποιήθηκε εξουδετέρωση του pH όλων των κλασµάτων στο 

71. 

Προετοιµάστηκε ένα τυφλό διάλυµα µε 1ml 0.2M Γλυκίνη pH 2.3 και 0.5Μ NaCl και 

διοξάνη 10% και προστέθηκαν σε αυτό 110µl Tris, οπότε το pH έφτασε στο 7. 

Φωτοµετρήθηκαν ένα - ένα τα κλάσµατα στο φωτόµετρο στα 280nm µε πρώτο το 

τυφλό διάλυµα. 

Μετά την παραλαβή των κλασµάτων προστέθηκε στη στήλη που περιείχε τη πηκτή, 

PBS-Τween και νατραζίδιο 0,1% για συντήρηση. 

Ξεπακετάρισµα στήλης 

Για να µπορέσει να ξαναχρησιµοποιηθεί η στήλη, έπρεπε να  ξεπακεταριστεί. 

Αυτό έγινε προσθέτοντας σταδιακά PBS-Τween και µεταφέροντας την πηκτή µε το PBS-

Τween µε τη βοήθεια πιπέτας pasteur σε δοκιµαστικούς σωλήνες των 15ml. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση και αφού απορρίφθηκε το υπερκείµενο, η πηκτή χρησιµοποιήθηκε για την 

παραλαβή αντισωµάτων από ακόµα 1ml ορού µε αντισώµατα goat IgG σύµφωνα µε την 

παραπάνω περιγραφόµενη διαδικασία. 

 

                                                 

1 Τα αντισώµατα αν παραµείνουν σε χαµηλό PH καταστρέφονται 
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Εικόνα 3-4: Στήλη για χρωµατογραφία συγγένειας 

Πηγή: Εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Πατρών  

 

3.1.5 Βιοτινυλίωση αντισωµάτων goat IgG  

 

3.1.5.1 Σκοπός της πειραµατικής διαδικασίας 

 

 Σκοπός της βιοτινυλίωσης των αντισωµάτων goat IgG ήταν η επισήµανσή 

τους µε βιοτίνη µε στόχο την δέσµευσή τους µε την στρεπταβιδίνη της στερεάς 

επιφάνειας των πλακών ELISA. Βιοτινυλίωση είναι η διαδικασία κατά την οποία 

πραγµατοποιείται η επισήµανση αντισωµάτων, πρωτεϊνών και άλλων µακροµορίων που 

περιέχουν πρωτοταγείς αµινοοµάδες. Κατά τη διαδικασία αυτή συνδέεται η βιοτίνη µε 

την πρωτοταγή αµινοοµάδα της πρωτεΐνης.  Η βιοτίνη είναι µια βιταµίνη µοριακής µάζας 

224 Da, που αποτελεί συνένζυµο των καρβοξυλασών και µπορεί να συζευχθεί µε πολλές 

πρωτεΐνες χωρίς όµως να αλλάζει τη βιολογική τους δράση. Έχει υψηλή συγγένεια µε τις 

πρωτεΐνες αβιδίνη και στρεπταβιδίνη (Κεφ. 1.4.2). 

Η διαδικασία έλαβε χώρα στο Εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Χηµείας του 

Πανεπιστηµίου Πατρών. 
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3.1.5.2 Προετοιµασία των προς επισήµανση αντισωµάτων για τη διαδικασία της 

βιοτινυλίωσης 

 

Συµπύκνωση κλασµάτων 

Μετά τη φωτοµέτρηση των κλασµάτων που παρελήφθησαν από τη στήλη 

ακολουθεί η διαδικασία συµπύκνωσής τους. 

 

Υλικά 

• Corning Concentrators MWCO 30.000, χωρητικότητας 6ml 

• Φυγόκεντρος 

• Φωτόµετρο 

• Πιπέτες Pasteur 

 

Μέθοδος 

Συλλέχθηκαν τα κλάσµατα σε corning µε φίλτρο από το οποίο περνάνε µόρια µε 

ΜΒ µικρότερο των 30.000 ΚDa. Οπότε τα αντισώµατα IgG παρέµειναν πάνω από το 

φίλτρο αφού το ΜΒ τους είναι 150.000 ΚDa. Πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές 

φυγοκεντρήσεις στις 4000 rpm/min (στροφές/λεπτό), προσθέτοντας σταδιακά και τα 14 

κλάσµατα που επιλέχθηκαν, όσα δηλαδή περιείχαν αντισώµατα IgG σύµφωνα µε τη 

φωτοµέτρηση (παράρτηµα), δηλ. σύνολο 14ml. Έτσι από το φίλτρο πέρασαν τελικά 

13,5ml ενώ πάνω από το φίλτρο έµειναν 0,5ml, στο οποίο υπήρξε η συνολική ποσότητα 

των αντισωµάτων IgG που παρελήφθησαν από 2ml ορού αίµατος.  

Εν συνεχεία πραγµατοποιήθηκε αραίωση του παραπάνω συµπυκνώµατος 100 

φορές. ∆ηλαδή προστέθηκαν 5µl συµπυκνώµατος σε 500µl PBS. Ακολούθησε 

φωτοµέτρηση στα 280nm. 

 

∆ιαπίδυση 

 

Υλικά 

• Μεµβράνη διαπίδυσης 

• Κύλινδρος χωρητικότητας 110ml  

• PBS (2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) 
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Μέθοδος 

Για την βιοτινυλίωση των αντισωµάτων απαιτείται η χρήση ρυθµιστικών 

διαλυµάτων που δεν περιέχουν πρωτοταγείς αµίνες, όπως το Tris και η γλυκίνη, για αυτό 

πραγµατοποιήθηκε διαπίδυση των 500µl συµπυκνώµατος αντισωµάτων σε 110ml PBS. 

Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε µεµβράνη στην οποία προστέθηκαν τα 500 µl 

συµπυκνώµατος και αυτή τοποθετήθηκε σε κύλινδρο µε 110ml PBS. Παρέµειναν όλο το 

βράδυ στο ψυγείο υπό συνεχή ανάδευση σε αναδευτήρα. 

 Την επόµενη µέρα παρελήφθη το αντίσωµα σε PBS και ακολούθησε η 

διαδικασία της βιοτυνιλίωσης. 

 

Υπολογισµός ποσότητας αντισώµατος 

 

Παρελήφθησαν 480µl αντισώµατος σε PBS, προστέθηκαν στη µεµβράνη 30µl 

PBS για ξέπλυµα και από τα 510µl συνολικά αραιώθηκαν τα 10µl σε 490µl PBS. 

Ακολούθησε φωτοµέτρηση στα 280nm.  

OD ∆είγµατος: 0.0633 

OD Τυφλού: 0.0245 

OD ∆είγµατος - OD Τυφλού=0, 0388 

Στα 10mg/ml  η απορρόφηση είναι 14 

                   X;                                     0, 0388 

Χ=0,0277mg/ml ή 27,7µg/ml ή 13,85µg/500µl,δηλαδή 

13,85µg αντισώµατος στα 10µl συµπυκνώµατος, δηλαδή 692,5µg/500µl ή 

1,385mg/ml  

 

3.1.5.3 Βιοτινυλίωση 

 

Υλικά 

• Το προς επισήµανση αντίσωµα goat IgG (1,385mg/ml) 

• Αντιδραστήριο βιοτίνης - Sulfo-NHS-Biotin (sulfosuccinimidyl-6-[biotin-amido] 

hexanoate 

• Zeba Desalt Spin Column, 5ml για δείγµατα 500-2000µl, 7000 MWCO 

• PBS (2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) 

• Συντηρητικό protein diluent 
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• ∆οκιµαστικοί σωλήνες 15ml 

• Φυγόκεντρος 

 

Μέθοδος 

∆ιαγραµµατικά η πειραµατική διαδικασία της βιοτινυλίωσης απεικονίζεται στην 

Εικόνα 3-5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3-5: ∆ιάγραµµα απεικόνισης σταδίων βιοτινυλίωσης αντισώµατος 

 

Αντίδραση βιοτίνης για επισήµανση  

Μεταφέρθηκε το αντιδραστήριο βιοτίνης (Sulfo-NHS-Biotin) από τον καταψύκτη 

(-200C) σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, πριν ανοίξει. Παρασκευάστηκε διάλυµα 10mM 

Sulfo-NHS-Biotin διαλύοντας 1,1mg σε 250µl δισαπεσταγµένου νερού. 

Έγινε υπολογισµός της ποσότητας του διαλύµατος βιοτίνης που έπρεπε να προστεθεί 

ανάλογα µε την ποσότητα της πρωτεΐνης (1,385mg IgG) που υπήρχε προς επισήµανση. Ο 

υπολογισµός έγινε σύµφωνα µε τους κάτωθι τύπους1: 

1. ml protein X(mg protein / ml protein)X(mmol protein/mg protein)X(20mmol 

Biotin/mmol protein) = mmol Biotin, και  

2. mmol BiotinX(443mg / mmol Biotin) X (250µl / 1,1mg) = µl Biotin Solution 

                                                 

1 Οι τύποι περιλαµβάνονται στις οδηγίες για την βιοτινυλίωση στο EZ-Link Sulfo-NHS-Biotynylation Kit 

της εταιρίας Pierce. 

1. Αντίδραση βιοτίνης για επισήµανση αντισώµατος 

Παρασκευή διαλύµατος 10mM Sulfo-NHS-Biotin 

Υπολογισµός ποσότητας δ-τος Βιοτίνης για την προς επισήµανση ποσότητα αντισώµατος 

Ανάµιξη δ-τος Βιοτίνης - αντισώµατος και επώαση για 30min 

2. Αποµάκρυνση της περίσσειας του αντιδραστηρίου της βιοτίνης  

Προετοιµασία στήλης αφαλάτωσης 

Προσθήκη δ-τος πρωτεΐνης - βιοτίνης στο κέντρο της στήλης 

Φυγοκέντρηση του παραπάνω µίγµατος, απόρριψη υπερκειµένου 

3. Παραλαβή βιοτινυλιωµένης πρωτεΐνης 
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• 443= Μοριακό βάρος του Sulfo-NHS-Biotin 

• 250=Μικρόλιτρα δισαπεσταγµένου νερού στα οποία διαλύθηκαν 1,1mg 

Sulfo-NHS-Biotin για να προκύψει διάλυµα 10mM 

οπότε για 0,5ml διαλύµατος 1,385mg/ml IgG (150.000 MW), προκύπτει: 

1. 0.5ml IgG X 1.385mg IgG/1ml IgG X 1mmol IgG/150.000IgG X 20mmol 

Biotin/1mmol IgG = 0.0000923 mmol Biotin και 

2. 0.0000923 Χ 443mg/mmol Biotin X 250µl /1.1mg = 9.2929 ~10µl Biotin Solution 

Εποµένως στο διάλυµα πρωτεΐνης προστέθηκαν 10µL διαλύµατος Biotin. Έγινε 

επώαση σε θερµοκρασία περιβάλλοντος για 30min. 

Αποµάκρυνση της περίσσειας του αντιδραστηρίου της βιοτίνης µε τη χρήση στηλών 

αφαλάτωσης 

Προετοιµάστηκε µια στήλη αφαλάτωσης (Εικ. 3-6), σπάζοντας το κάτω µέρος και 

τοποθετόντας την σε δοκιµαστικούς σωλήνες των 15 ml. Ακολούθησε φυγοκέντρηση της 

στήλης στις 1000 rpm/min για 2min, απόρριψη του εκλούσµατος και επιστροφή της 

στήλης στο ίδιο δοκιµαστικό σωλήνα. 

Ακολούθησε προσθήκη 2,5ml PBS στη στήλη, στο πάνω µέρος της κλήνης ρητίνης 

και έγινε ξανά φυγοκέντρηση στις 1000 rpm/min για 2min. Απορρίφθηκε το έκλουσµα 

και επαναλήφθηκε αυτό το στάδιο 3 φορές. 

Εν συνεχεία η στήλη τοποθετήθηκε σε ένα νέο δοκιµαστικό σωλήνα των 15ml και 

προστέθηκε το διάλυµα πρωτεΐνης και βιοτίνης κατευθείαν στο κέντρο της κλήνης 

ρητίνης. Αφέθηκε το δείγµα να απορροφηθεί µέσα στη ρητίνη αφού πρώτα προστέθηκαν 

100µl δισαπεσταγµένου νερού1. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση της στήλης στις 1000 rpm/min  στροφές για 2min. Το 

έκλουσµα που συλλέχθηκε (600µl) ήταν το δείγµα καθαρισµένης πρωτεΐνης. Σε αυτό 

έγινε προσθήκη 600µl συντηρητικού protein diluent, οπότε η συγκέντρωση της πρωτεΐνης 

έγινε ~0,5mg/ml.  

Μεταφέρθηκε σε ependorf για συντήρηση στους -200C µε την σήµανση:  

Biotin Goat anti-Sheep IgG ≈ 0.5mg / ml 

 

                                                 

1 Για δείγµατα <1000µl, προστίθενται 100µl δισαπεσταγµένου νερού στο πάνω µέρος του προς 

απορρόφηση δείγµατος για να αυξηθεί η ανάκτηση της πρωτεΐνης. 
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Εικόνα 3-6: Στήλη αφαλάτωσης του EZ-Link Sulfo-NHS-Biotinylation Kit της εταιρίας Pierce 

Πηγή: Εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Πατρών 

 

3.1.6 Εφαρµογή ανοσοενζυµικής µεθόδου ELISA για ανίχνευση αίγειου 

γάλακτος σε πρόβειο 

 

Η µέθοδος αυτή την οποία αναπτύξαµε στο Εργαστήριο Βιοχηµείας του 

Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Πατρών στηρίζεται στην ανίχνευση των 

ανοσοσφαιρινών IgG της αίγας που υπάρχουν στο αίγειο γάλα και οι οποίες διαφέρουν 

από αυτές του προβάτου που υπάρχουν στο πρόβειο γάλα. Έτσι, µε τη χρήση ειδικών 

αντισωµάτων που αναγνωρίζουν µόνο τις ανοσοσφαιρίνες IgG της αίγας και όχι τις 

ανοσοσφαιρίνες IgG του προβάτου είναι δυνατόν να διαπιστωθεί µε την ανοσοενζυµική 

µέθοδο ELISA η ύπαρξη ανοσοσφαιρινών IgG αίγας σε δείγµατα πρόβειου γάλακτος, 

υποδηλωτικό πρόσµιξης αίγειου γάλακτος σε πρόβειο. 

Η µέθοδος εφαρµόστηκε σε δείγµατα γάλακτος µε γνωστές προσµίξεις αίγειου σε 

πρόβειο γάλα, αλλά και σε δείγµατα γάλακτος µε γνωστές προσµίξεις αίγειου και 

αγελαδινού σε πρόβειο γάλα. Σε κάθε περίπτωση ανιχνευόταν η πρόσµιξη του αίγειου 

γάλακτος. 

 

Υλικά 

• Πλάκα ELISA 96 βοθρίων µε αποσπώµενες οκτάδες βοθρίων (streptavidin strips) 

(Εικ. 3-7) 

• 1o αντίσωµα - ειδικό: Biotin Goat anti-sheep IgG (αυτό που παρασκευάσαµε, 

αποµονώθηκε και βιοτινυλιώθηκε) 
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• 2ο αντίσωµα: Goat anti-sheep IgG HRP (horseradish peroxidase) conjugated  

• 5 πρότυπα διαλύµατα ανοσοσφαιρίνης IgG αίγας αυξανόµενης συγκέντρωσης που 

αντιστοιχεί σε πρόσµιξη 2,06%, 8,15%, 16,5%, 33% και 49,5% 

• Χρωµογόνο υπόστρωµα διάλυµα ΤΜΒ (3,3’,5,5’ τετραµέθυλβενζιδίνη) 

• PBS-Tween (2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4 

και 0,05% Tween) 

• ∆οκιµαστικοί σωλήνες των 15ml 

• Φωτόµετρο για ανάγνωση οπτικής πυκνότητας A450 µεταξύ 0,0 και 3,0. 

 

 

 

Εικόνα 3-7: Πλάκα ELISA µε αποσπώµενες οκτάδες βοθρίων 

Πηγή: Εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Πατρών 

 

Μέθοδος 

Στην πλάκα ELISA τοποθετούνταν τόσες οκτάδες βοθρίων όσες χρειάζονταν κάθε 

φορά ανάλογα µε τον αριθµό των προς ανάλυση δειγµάτων και οι υπόλοιπες 

τοποθετούνταν πάλι στην αλουµινένια συσκευασία, κλείνονταν καλά και φυλάσσονταν 

στο ψυγείο. 

Τα δείγµατα γάλακτος που επρόκειτο να αναλυθούν αποψύχονταν από την 

προηγούµενη στους +40C. Ακολουθούσε αραίωση των δειγµάτων 1:50 (δηλ. 40µl γάλα 

σε 2ml PBS-Tween) και 1:100 σε εκείνα τα δείγµατα τα οποία είχαν γνωστή πρόσµιξη 

αίγειου µεγαλύτερη του 49.5%1 (δηλ. 50µl γάλα σε 5ml PBS-Tween). 

Ακολουθούσε αραίωση του 1ου αντισώµατος. Σε ένα δοκιµαστικό σωλήνα των 

15ml µεταφερόταν ο απαιτούµενος όγκος διαλύµατος PBS-Tween (ανάλογα µε τα κελιά 

που χρησιµοποιούνταν) και στη συνέχεια προσθέτονταν 40µl/ml PBS-Tween και έτσι 

προέκυπτε το αραιωµένο 1ο αντίσωµα. 
                                                 

1 Επειδή τα πρότυπα έφταναν µέχρι 49,5%, οπότε σε αυτά τα δείγµατα στο τέλος πολλαπλασιαζόταν το 

αποτέλεσµα Χ2  
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Εν συνεχεία τοποθετούνταν εις διπλούν στα βοθρία της πλάκας: 50µl PBS-T, το 

οποίο χρησιµοποιούταν ως τυφλό, 50µl των 5 πρότυπων διαλυµάτων και 50µl από τα 

αραιωµένα δείγµατα γάλακτος. Ακολούθως προσθέτονταν σε όλα τα βοθρία 50µl από το 

αραιωµένο 1ο αντίσωµα. Η πλάκα αφηνόταν για 40 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος 

υπό συνεχή ανάδευση. 

Μετά την παρέλευση των 40 λεπτών γινόταν απόρριψη του περιεχοµένου των 

βοθρίων και η πλάκα εκπλένοταν 3 φορές µε 200 µL διαλύµατος PBS-Tween ανά βοθρίο. 

Στη συνέχεια προσθέτονταν 100 µL ανά βοθρίο από το διάλυµα του αραιωµένου 2ου 

αντισώµατος. Αυτό προέκυπτε µεταφέροντας σε δοκιµαστικό σωλήνα των 15ml τον 

απαιτούµενο όγκο διαλύµατος PBS-Tween, ανάλογα µε τα χρησιµοποιούµενα βοθρία, 

και σε αυτό προσθέτονταν 10µl / ml PBS-Tween. Η πλάκα αφηνόταν για 30 λεπτά σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος υπό συνεχή ανάδευση. 

Μετά την παρέλευση των 30 λεπτών, γινόταν απόρριψη του περιεχοµένου των 

βοθρίων και η πλάκα εκπλένοταν 3 φορές µε 200 µL διαλύµατος PBS-Tween ανά βοθρίο. 

Στη συνέχεια προσθέτονταν 100 µL ανά βοθρίο TMB και η πλάκα αφηνόταν για 15 

λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος και σε σκοτάδι. 

Στην συνέχεια η αντίδραση τερµατιζόταν µε την προσθήκη διαλύµατος 100µL 

ανά βοθρίο 2Μ Η2SO4 και λάµβανε χώρα η µέτρηση της απορρόφησης κάθε βοθρίου σε 

φωτόµετρο στα 450 nm.  

Μετά την φωτοµέτρηση υπολογιζόταν ο µέσος όρος των δυο απορροφήσεων για 

κάθε δείγµα γάλακτος, τα πρότυπα διαλύµατα και το τυφλό. Από κάθε µέσο όρο 

αφαιρούνταν ο µέσος όρος του τυφλού. 

Κατασκευάστηκε µια πρότυπη καµπύλη τοποθετώντας στον άξονα Χ την (%) 

πρόσµιξη των πρότυπων διαλυµάτων και στον άξονα Ψ την καθαρή, µετά την αφαίρεση 

του τυφλού, απορρόφηση των πρότυπων διαλυµάτων αντίστοιχα (Εικ 3-8). Ο 

υπολογισµός της πρόσµιξης των δειγµάτων γάλακτος σε αίγειο, γινόταν παρεµβάλλοντας 

τις τιµές της απορρόφησης των δειγµάτων, µετά την αφαίρεση του τυφλού, στην 

καµπύλη αναφοράς. 
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Εικόνα 3-8: Πρότυπη καµπύλη αναφοράς 

 

Στα δείγµατα γάλακτος περιλαµβάνονταν και 4 δείγµατα µε αραίωση καθαρού 

αίγειου γάλακτος 10% και άλλα 4 δείγµατα µε αραίωση καθαρού αίγειου γάλακτος 30%. 

Ο στόχος ήταν να συγκριθεί ο µέσος όρος των τελικών απορροφήσεων των 4 δειγµάτων 

µε τις αντίστοιχες απορροφήσεις των προτύπων διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν και 

να αποφασιστεί αν τελικά η πρότυπη καµπύλη χρειαζόταν να διορθωθεί. 

∆ιαγραµµατικά η παραπάνω περιγραφόµενη διαδικασία απεικονίζεται στην 

Εικόνα 3-9. 
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Εικόνα 3-9: ∆ιάγραµµα απεικόνισης σταδίων sandwich ELISA 

 

 

 

7. Έκπλυση µε PBS-Tween 

8. Προσθήκη χρωµογόνου διαλύµατος TMB 

9. Επώαση µε το υπόστρωµα του ενζύµου και ανάπτυξη χρώµατος 

 

2. Προσθήκη αραιωµένoυ 1ου αντισώµατος (40µl/ml PBS-Tween) 

3. Επώαση για 40min σε θºC δωµατίου υπό συνεχή ανάδευση 

 

4. Έκπλυση µε PBS-Tween  

5. Προσθήκη αραιωµένoυ 2ου αντισώµατος (10µl/ml PBS-Tween) 

συνδεδεµένου µε ένζυµο  HRP 

 

1. Προσθήκη αραιωµένων δειγµάτων γάλακτος (1:50) 
 

6. Επώαση για 30min σε θºC δωµατίου υπό συνεχή ανάδευση 
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3.2 Προσδιορισµός της σύνθεσης των λιπαρών οξέων 

διαφορετικών µιγµάτων γάλακτος 
 

3.2.1 Σκοπός της µελέτης 

 

Στο δεύτερο τµήµα της παρούσας µελέτης, όπως έχει αναφερθεί, αναλύθηκε το 

προφίλ των λιπαρών οξέων σε µίγµατα αίγειου-πρόβειου γάλακτος καθώς και σε µίγµατα 

αγελαδινού-αίγειου και αγελαδινού-πρόβειου. Σκοπός ήταν η ανίχνευση νοθείας µε 

βάση τη διαφοροποίηση του ποσοστού των λιπαρών οξέων στα διαφορετικά µίγµατα 

γάλακτος. Τα στάδια της πειραµατικής διαδικασίας παρουσιάζονται στο διάγραµµα της 

Εικόνας 3-10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3-10: ∆ιάγραµµα απεικόνισης σταδίων για την ανάλυση των λιπαρών οξέων 

 

3.2.2 Παραλαβή λίπους γάλακτος 

 

Για την παραλαβή του λίπους από τα δείγµατα γάλακτος εφαρµόστηκαν δυο 

µέθοδοι. Η πρώτη µέθοδος ήταν αυτή της επιταχυνόµενης εκχύλισης µε διαλύτες, η οποία 

έλαβε χώρα στο Εργαστήριο Γαλακτοκοµίας του Τµήµατος Ζωικής παραγωγής του 

Πανεπιστηµίου της Πάντοβα, Ιταλίας, ενώ η δεύτερη ήταν η µέθοδος Rose Gotlieb η 

οποία έλαβε χώρα στο Εργαστήριο Γαλακτοκοµίας του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου 

Αθηνών. 

Παραλαβή λίπους γάλακτος 

(Μέθοδος επιταγχυνόµενης εκχύλισης µε διαλύτες (ASE) 

και µέθοδος Rose Gotlieb) 

Μετατροπή του λίπους σε µεθυλεστέρες 

 

Ανάλυση λιπαρών οξέων µε τη µέθοδο αέριας 

χρωµατογραφίας 
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3.2.2.1 Παραλαβή λίπους µε τη µέθοδο επιταχυνόµενης εκχύλισης µε διαλύτες (ASE: 

Accelerated Solvent Extraction)  

 

Πρόκειται για µια µέθοδο προσδιορισµού του λίπους του γάλακτος (πλήρες, 

οµογενοποιηµένο/UHT γάλα, άπαχο γάλα (0,1% λίπος), όπως επίσης και για τον 

προσδιορισµό του λίπους στην κρέµα, στο τυρί και στο βούτυρο. Στο πείραµα αυτό 

εφαρµόστηκε για τον προσδιορισµό του λίπους σε πλήρες αγελαδινό, αίγειο και πρόβειο 

γάλα καθώς και σε µίγµατα αυτών ανά δύο, σε διάφορες αναλογίες. 

Η µέθοδος στηρίζεται στην διάλυση του λίπους σε οργανικούς διαλύτες, στη 

συγκεκριµένη περίπτωση σε πετρελαϊκό αιθέρα και ισοπροπανόλη σε αναλογία 2:1. Έχει 

το πλεονέκτηµα της γρήγορης παραλαβής του λίπους (8-10 λεπτά) λόγω της αυξανόµενης 

θερµοκρασίας (µέχρι 1200C) και πίεσης (µέχρι 1500psi) που εφαρµόζεται, αυξάνοντας 

έτσι την ταχύτητα της διαδικασίας εξαγωγής του λίπους. Επίσης είναι µια 

αυτοµατοποιηµένη µέθοδος, η οποία επιτρέπει την ταυτόχρονη εξαγωγή του λίπους από 

24 διαφορετικά δείγµατα (Εικ. 3-11). Εν συνεχεία εξατµίζονται οι διαλύτες σε 

περιστροφικό εξατµιστήρα υπό κενό (Εικ: 3-12), προκειµένου να παραληφθεί το λίπος 

χωρίς τους διαλύτες. 

 

 
 

Εικόνα 3-11: Συσκευή Accelerated Solvent Extraction της εταιρίας Dionex   

Πηγή: Τµήµα Ζωικής Παραγωγής, University of Padova 
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Εικόνα 3-12: Περιστροφικός εξατµιστήρας υπό κενό 

Πηγή: Τµήµα Ζωικής Παραγωγής, University of Padova 

 

Υλικά 

• ASE Prep DE (γη διατόµων) 

• Πετρελαϊκός αιθέρας 

• Ισοπροπανόλη 

• ASE 200 Accelerated Solvent Extractor µε κάψουλες από ανοξείδωτο ατσάλι των 

22ml.  

• Φίλτρα κυτταρίνης 

• Φιαλίδια συλλογής των 40 ml 

• Αναλυτικός ζυγός 

• Περιστροφικός εξατµιστήρας υπό κενό 

• Φούρνος - Κλίβανος 

• Σιφώνια των 4 ml 

 

Μέθοδος 

Στον πυθµένα της κάψουλας των 22ml τοποθετούταν ένα φίλτρο κυτταρίνης. 

Ζυγίζονταν σε ζυγό ακριβείας 6 gr ASE Prep DE και προσθέτονταν στην κάψουλα. 

Λαµβάνονταν 4 ml γάλακτος από το προς ανάλυση δείγµα και προσθέτονταν στο κέντρο 

της κάψουλας. Η κάψουλα έκλεινε και τοποθετούταν στο µηχάνηµα έχοντας πρώτα 

τοποθετήσει σε αυτό και το αντίστοιχο φιαλίδιο των 40 ml, στο οποίο παραλαµβανόταν 
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το λίπος µε τους διαλύτες. Η ίδια διαδικασία ακολουθούσε και για τα υπόλοιπα δείγµατα. 

Στον ASE 200 Accelerated Solvent Extractor τοποθετούνταν µέχρι 12 δείγµατα. 

Εν συνεχεία τοποθετούνταν ένα - ένα τα φιαλίδια στον εξατµιστήρα, όπου 

πραγµατοποιούταν συµπύκνωση υπό κενό σε θερµοκρασία 50οC, µέχρι να εξατµιστούν 

πλήρως οι διαλύτες και να µείνει µόνο το λίπος.  

Ακολουθούσε τοποθέτηση των φιαλιδίων µε το λίπος σε κλίβανο στους 70 οC για 

10 λεπτά και παραλαβή του λίπους µε τη βοήθεια πετρελαϊκού αιθέρα για κατάψυξή του 

(-20 οC) µέχρι την ανάλυσή του.  

∆ιαγραµµατικά η παραπάνω διαδικασία απεικονίζεται στην Εικόνα 3-13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3-13: ∆ιάγραµµα απεικόνισης σταδίων παραλαβής λίπους µε τη µέθοδο ASE 

 

3.2.2.2 Παραλαβή λίπους µε τη µέθοδο Rose Gotlieb 

 

Η παραλαβή του λίπους µε την µέθοδο Rose Gottlieb βασίζεται στο πρότυπο 16C: 

1987 της ∆ιεθνούς Οµοσπονδίας Γάλακτος (IDF Standard 16C: 1987). 

Η µέθοδος αποτελεί ποσοτικό προσδιορισµό του λίπους του γάλακτος και είναι 

κατάλληλη για τον προσδιορισµό του λίπους στην κρέµα, στο παγωτό και σε άλλα 

γαλακτοκοµικά προϊόντα. Βασίζεται στην εξαγωγή ενός αµµωνιακού αιθανολικού 

διαλύµατος από το δείγµα, το οποίο εξάγεται µέσω ενός µίγµατος αιθέρων. Έπειτα 

εξατµίζεται ο αιθέρας και παραµένει το εξαχθέν λίπος.  

 

Υλικά 

• Αιθυλαιθέρας 

2. Προσθήκη δείγµατος γάλακτος στην 

κάψουλα και τοποθέτηση στο  ASE  

3. Παραλαβή λίπους σε διαλύτες πετρελαϊκό 

αιθέρα και ισοπροπανόλη σε αναλογία 2:1 

4. Εξάτµιση των διαλυτών στον 

εξατµιστήρα υπό κενό 

5. Παραλαβή λίπους 

1. Προσθήκη ASE Prep DE στην 

κάψουλα των 22ml 
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• Πετρελαϊκός αιθέρας 

• ∆ιάλυµα αµµωνίας (NH4OH) 80% 

• Αιθανόλη 99% 

• Σιφώνια  των 1 και 10 ml. 

• Πιπέτες Pasteur 1 ml. 

• Φιάλη Rose Gottlieb  

• Φιάλες περιστροφικού εξατµιστήρα. 

• Περιστροφικός εξατµιστήρας υπό κενό. 

 

Μέθοδος 

Πριν την ανάλυση, το δείγµα οµογενοποιούταν µε ήπια ανάδευση της φιάλης 

δειγµατοληψίας. Η θερµοκρασία του προς ανάλυση δείγµατος έπρεπε να είναι περίπου  

+20 0C κατά την αρχή της διαδικασίας. Στη συνέχεια λαµβάνονταν 10 ml  γάλακτος µε 

την βοήθεια σιφωνίου, το οποίο µεταφερόταν στην φιάλη Rose Gottlieb. Ακολουθούσε 

προσθήκη 1 ml διαλύµατος αµµωνίας (NH4OH) 80%, 10 ml αιθανόλης 99%, 25 ml 

αιθυλαιθέρα και 25 ml πετρελαϊκού αιθέρα. Ακολούθως τοποθετούταν πώµα στην φιάλη 

και ακολουθούσε έντονη ανάδευση για 30 sec περίπου, µε κυκλικές κινήσεις κρατώντας 

ταυτόχρονα και το πώµα της φιάλης. Μετά το τέλος της ανάδευσης, η φιάλη αφηνόταν 

για 20 min να ηρεµήσει και να πραγµατοποιηθεί ο πρώτος διαχωρισµός του λίπους από 

την υδάτινη φάση. Όλη η διαδικασία λάµβανε χώρα κάτω από απαγωγό. 

Μετά το πέρας των 20 min και µε την βοήθεια ενός σιφωνίου, αφαιρούταν το 

υπερκείµενο υγρό και συλλεγόταν στην φιάλη του περιστροφικού εξατµιστήρα. Στην 

λιπαρή φάση που είχε αποµείνει στην φιάλη Rose Gottlieb, προσθέτονταν 15 ml 

αιθυλαιθέρα και 15 ml πετρελαϊκού αιθέρα για ένα δεύτερο διαχωρισµό του λίπους. 

Ακολουθούσε έντονη ανάδευση όπως προηγουµένως και ένα διάστηµα ηρεµίας 20 min.  

Εν συνεχεία συλλεγόταν πάλι το υπερκείµενο στην φιάλη του περιστροφικού 

εξατµιστήρα. Ακολουθούσε συµπύκνωση της συνολικής ποσότητας του υπερκειµένου 

µέχρι να εξατµιστούν πλήρως οι διαλύτες, σε περιστροφικό εξατµιστήρα υπό κενό και σε 

θερµοκρασία 50 0C.  

Το εναποµείναν λίπος, συλλεγόταν µε την βοήθεια πιπέτας Pasteur σε έναν 

δοκιµαστικό σωλήνα όπου και φυλασσόταν σε θερµοκρασία 4 0C µέχρι την ανάλυσή του.   

∆ιαγραµµατικά η παραπάνω διαδικασία απεικονίζεται στην Εικόνα 3-14. 
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Εικόνα 3-14: ∆ιάγραµµα απεικόνισης σταδίων παραλαβής λίπους µε τη µέθοδο Rose Gotlieb 

 

3.2.3 Ανάλυση λιπαρών οξέων µε τη µέθοδο αέριας χρωµατογραφίας 

 

Το λίπος, το οποίο παραλήφθηκε µε τις δυο προαναφερθέντες µεθόδους, 

χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση των λιπαρών οξέων µε τη µέθοδο της αέριας 

1. Μεταφορά δείγµατος στη φιάλη Rose Gotlieb  

2. Προσθήκη δ-των: δ-µα αµµωνίας (NH4OH) 80%, 

αιθανόλης 99%,  αιθυλαιθέρα, πετρελαϊκού αιθέρα 

3. Έντονη ανάδευση και παραµονή της φιάλης σε ηρεµία 

για 20min 

4. Συλλογή υπερκειµένου στη φιάλη περιστροφικού 

εξατµιστήρα 

5. Προσθήκη δ-των αιθυλαιθέρα και πετρελαϊκού 

αιθέρα στην εναποµείναντα λιπαρή φάση  

6. Συλλογή υπερκειµένου στη φιάλη περιστροφικού 

εξατµιστήρα 

8. Παραλαβή λίπους 

7. Εξάτµιση των διαλυτών στον εξατµιστήρα υπό κενό 
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χρωµατογραφίας. Προϋπόθεση για την εφαρµογή της µεθόδου αυτής είναι η µετατροπή 

του λίπους σε µεθυλεστέρες (FAMES). 

 

3.2.3.1 Μετατροπή του λίπους σε µεθυλεστέρες  

 

Η µετατροπή του λίπους σε µεθυλεστέρες πραγµατοποιήθηκε µε την µέθοδο της 

trans εστεροποίησης, η οποία βασίζεται στο πρότυπο 182: 1999 της ∆ιεθνούς 

Οµοσπονδίας Γάλακτος (IDF Standard 182: 1999). 

 

Υλικά 

• Αντιδραστήριο µεθυλίωσης CH3OK 2 M. 

• n- επτάνιο, χρωµατογραφικής καθαρότητας 99%. 

• Άνυδρο Na2SO4. 

• Υδατόλουτρο. 

• Πιπέτες Pasteur 1 ml. 

• ∆οκιµαστικοί σωλήνες µε εσµυρισµένα πώµατα. 

• Σιφώνια 1 και 10 ml. 

• Φιάλη βιοµηχανικού αζώτου. 

• Vortex. 

 

Μέθοδος 

Αρχικά πραγµατοποιούταν τοποθέτηση του προς ανάλυση δείγµατος λίπους σε 

υδατόλουτρο θερµοκρασίας 20 0C για να προκληθεί ρευστοποίησή του. Εν συνεχεία για 

την εξάτµιση τυχόν υπολειµµάτων διαλυτών χρησιµοποιούταν ρεύµα αζώτου. 

Ακολούθως µε την βοήθεια πιπέτας Pasteur µεταφέρονταν 0,4 gr λίπους στον 

δοκιµαστικό σωλήνα. Προσθέτονταν 0,5 ml αντιδραστηρίου µεθυλίωσης CH3OK 2M και 

10 ml n- επτανίου χρωµατογραφικής καθαρότητας 99%. Εν συνέχεια, µε την βοήθεια 

µιας σπάτουλας, τοποθετούταν µικρή ποσότητα άνυδρου Na2SO4 στο δοκιµαστικό 

σωλήνα και αυτός πωµατιζόταν. Ακολουθούσε ανάδευση σε Vortex για 1 min και 

παραµονή σε θερµοκρασία δωµατίου, έως ότου το περιεχόµενο υγρό στον δοκιµαστικό 

σωλήνα να γίνει διαυγές.  

∆ιαγραµµατικά η παραπάνω διαδικασία απεικονίζεται στην Εικόνα 3-15. 
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Εικόνα 3-15: ∆ιάγραµµα απεικόνισης σταδίων µεθυλεστεροποίησης του λίπους 

 

3.2.3.2 Εφαρµογή αέριας χρωµατογραφίας 

 

Ο προσδιορισµός των µεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων έγινε σε αέριο 

χρωµατογράφο (GC- 17A Shimadzu, Columbia, USA). 

Για την ανάλυση του κάθε δείγµατος λαµβανόταν ποσότητα 2µl µε σύριγγα και 

γινόταν ένεση σε τριχοειδή στήλη Nulon [µήκος 30 m, εσωτερική διάµετρος 0,25 mm και 

πάχος φιλµ 0,25 µm (film thickness)] συνδεδεµένη σε έναν ανιχνευτή ιονισµού φλόγας 

(FID) θερµοκρασίας 280 0C. Η ταχύτητα ροής του φέροντος αερίου (ήλιο) ήταν 2,5 ml/ 

min. 

Η θερµοκρασία εισόδου του δείγµατος ήταν 1500C. Το πρόγραµµα των 

θερµοκρασιών που εφαρµόστηκε ήταν: 45 ºC για διάστηµα 3min, αύξηση της 

θερµοκρασίας µε ρυθµό 5 ºC/ min  µέχρι τους 150 ºC και παραµονή στη θερµοκρασία 

αυτή για χρονικό διάστηµα 10 min. Έπειτα, αύξηση της θερµοκρασίας µε ρυθµό 7 ºC/ 

min µέχρι τους 220 ºC και παραµονή για 20 min. 

Ο προσδιορισµός των µεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων του γάλακτος 

πραγµατοποιήθηκε µε σύγκριση των χρόνων απόκρισης (retention time) των άγνωστων 

µεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων µε πρότυπα µεθυλεστέρων. 

Η συλλογή και η ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε το χρωµατογραφικό εργαστηριακό 

αυτοµατοποιηµένο λογισµικό σύστηµα Chromomelon G.C.  

 

 

2. Μεταφορά λίπους (0,4gr) σε 

δοκιµαστικό σωλήνα 

3. Προσθήκη αντιδραστηρίου µεθυλίωσης 

CH3OK 2M  και n- επτανίου 

χρωµατογραφικής καθαρότητας 99% 

4. Προσθήκη άνυδρου Na2SO4 

1. Ρευστοποίηση του δείγµατος 

λίπους 

5. Ανάδευση και αναµονή µέχρι 

την δηµιουργία διαυγούς δ-τος 
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3.3 Στατιστική ανάλυση 

 

Για την ανάλυση των δεδοµένων των λιπαρών οξέων χρησιµοποιήθηκε η ανάλυση 

διακύµανσης (one-way ANOVA) στην οποία τέθηκε ως σταθερός παράγοντας η σύσταση 

των µιγµάτων. Η σύγκριση των µέσων όρων πραγµατοποιήθηκε µε το κριτήριο του 

Tukey HSD. Το επίπεδο σηµαντικότητας ήταν 5% (P<0,05), ενώ για τιµές P<0.1 (<10%) 

θεωρήθηκε ότι υπάρχει η τάση για µεταβολή. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως µέσοι 

όροι ± τυπικά σφάλµατα.  

Για την περιγραφή της σχέσεως µεταξύ των εκτιµούµενων και των ανιχνεύσιµων 

τιµών ποσοστού αίγειου γάλακτος χρησιµοποιήθηκε µία ανάλυση παλινδρόµησης κατά 

την οποία εφαρµόστηκε ένα γραµµικό µοντέλο (y=ax + b) και ακολούθησε η εκτίµηση 

των συντελεστών συσχέτισης (CC), προσδιορισµού (R2) και διακύµανσης (CV). 

Η ανάλυση όλων των δεδοµένων έγινε µε το στατιστικό πακέτο StatGraphics 

Plus. 
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Κεφάλαιο 4 
Αποτελέσµατα και Συζήτηση 

 

4.1 Έλεγχος τίτλου αντισωµάτων 

 

Οι ανοσοποιήσεις και οι αιµατοληψίες των προβάτων που πραγµατοποιήθηκαν 

(Κεφ. 3.1) ανά ηµεροµηνία και ανά ζώο συνοψίζονται στον πίνακα 4-1. 

            

           Πίνακας 4-1: Πραγµατοποιούµενες ανοσοποιήσεις και αιµοληψίες ανά ζώο και 

ηµεροµηνία. 

 
α/α Goat 

IgG 

Ανοσοποίηση Αιµοληψία α/α Bovine 

IgG 

Ανοσοποίηση Αιµοληψία 

1 885 
- 30/6/2010 

1 887 
- 30/6/2010 

2 886 2 889 

3 885 5/7/2010 21/7/2010 
3 887 5/7/2010 21/7/2010 

4 886 4 889 

5 885 
14/7/2010 27/7/2010 

5 887 
14/7/2010 27/7/2010 

6 886 6 889 

7 885 
27/7/2010 13/8/2010 

7 887 
27/7/2010 13/8/2010 

8 886 8 889 

9 885 
17/8/2010 6/9/2010 

9 887 
17/8/2010 6/9/2010 

10 886 10 889 

                

           Μετά από κάθε αιµατοληψία παραλήφθηκε ο ορός. Εφαρµόστηκε έµµεση ELISA 

µε διαδοχικές αραιώσεις των προς έλεγχο αντιορών για την ανίχνευση του τίτλου των 

αντισωµάτων Goat IgG και Bovine IgG. Τα αποτελέσµατα µετά την µέτρηση της 

απορρόφησης των δειγµάτων στο φωτόµετρο, αφού βγήκαν οι µέσοι όροι από τις δυο 

απορροφήσεις ανά δείγµα και από αυτό αφαιρέθηκε ο µέσος όρος του τυφλού (Κεφ. 

3.2.1), παρουσιάζονται στα παρακάτω 4 γραφήµατα, ένα/ζώο. 
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Αύξηση τίτλου αντισώµατος στο ζώο 885
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Εικόνα 4-1: Αύξηση του τίτλου των αντισωµάτων ανά αιµοληψία που ακολουθούσε την αντίστοιχη 

ανοσοποίηση µε goat IgG στο ζώο 885 

Αύξηση τίτλου αντισώµατος στο Ζώο 886
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Εικόνα 4-2: Αύξηση του τίτλου των αντισωµάτων ανά αιµοληψία που ακολουθούσε την αντίστοιχη 

ανοσοποίηση µε goat IgG στο ζώο 886 
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Αύξηση τίτλου αντισώµατος στο Ζώο 887
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Εικόνα 4-3: Αύξηση του τίτλου των  αντισωµάτων ανά αιµοληψία που ακολουθούσε την αντίστοιχη 

ανοσοποίηση µε bovine IgG στο ζώο 887 

Αύξηση τίτλου αντισώµατος στο Ζώο 889
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Εικόνα 4-4: Αύξηση του τίτλου των αντισωµάτων ανά αιµοληψία που ακολουθούσε την αντίστοιχη 

ανοσοποίηση µε bovine IgG στο ζώο 887 
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Από τα παραπάνω τέσσερα γραφήµατα φαίνεται ότι υπήρξε σταδιακή αύξηση του 

τίτλου των αντισωµάτων ανά αιµατοληψία, η οποία ακολουθούσε αντίστοιχη 

ανοσοποίηση. Υψηλότερος τίτλος παρουσιάζεται µετά τη δεύτερη αναµνηστική 

ανοσοποίηση και κυρίως µετά την τρίτη αναµνηστική ανοσοποίηση, δηλαδή στην 

τελευταία αιµοληψία (6/9/2010). Όπως παρατηρείται και στα τέσσερα γραφήµατα, τα 

αντισώµατα IgG ανιχνεύθηκαν ακόµα και στην µεγαλύτερη αραίωση που εφαρµόστηκε, 

1/4000. 

Την ίδια τεχνική ανάπτυξης πολυκλωνικών αντισωµάτων IgG ακολούθησε και ο 

Levieux (1977, 1980) κατά την ανάπτυξη τεστ ακτινωτής ανοσοδιάχυσης. Πρόβατο 

ανοσοποιήθηκε µε αίγεια IgG και παρήχθησαν αντισώµατα που αναγνώριζαν 

συγκεκριµένα την IgG αίγειου γάλακτος σε ένα µίγµα αίγειου και πρόβειου γάλακτος. 

Χρησιµοποιώντας την ίδια τεχνική, παρήχθησαν ειδικά αντισώµατα έναντι IgG 

αγελαδινού γάλακτος στις αίγες και τα πρόβατα. Η διαδικασία αυτή βασίζεται στην αρχή 

της ανοχής: το ανοσοποιητικό σύστηµα είναι σε θέση να διακρίνει ξένα µόρια από 

συνηθισµένα δοµικά στοιχεία του σώµατος – οι οργανισµοί συνήθως δεν παρουσιάζουν 

ανοσοποιητικές αντιδράσεις κατά των ίδιων των µακροµορίων τους (Rolland et al., 

1993).  
Πολυκλωνικά αντισώµατα ανέπτυξαν και οι Μασούρας κ.ά., (1995), έναντι της 

IgG αγελαδινού γάλακτος όπως και έναντι της ολικής και της κ-καζεΐνης του αγελαδινού 

γάλακτος, µε σκοπό να χρησιµοποιηθούν κατά την εφαρµογή ανοσολογικών µεθόδων. Ο 

έλεγχος του τίτλου των αντισωµάτων πραγµατοποιήθηκε µε εφαρµογή απλής και διπλής 

ανοσοδιάχυσης. Ο τίτλος των αντισωµάτων ήταν 1:50 και τα ποσοστά του αγελαδινού 

γάλακτος που ανιχνεύθηκαν σε πρόβειο γάλα µε τη χρήση των αντισωµάτων IgG και την 

εφαρµογή της µεθόδου ανοσοδιάχυσης ήταν µέχρι και 1%. 

 

4.2 Αραίωση βιοτινυλιωµένου αντισώµατος 

 
Προκειµένου να καθοριστεί η άριστη αραίωση του αντισώµατος δέσµευσης 

(καθαρισµένο και βιοτινυλιωµένο, παρ.3.3&3.4), ώστε να πραγµατοποιείται η βέλτιστη 

και πλήρης αξιοποίησή του, πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις του (1/100, 1/200, 

1/300, 1/500, 1/1000, 1/1500 & 1/2000) µε PBS-Τ και εφαρµόστηκε τεχνική ELISA, 

χρησιµοποιώντας ως πρώτο αντίσωµα το βιοτινυλιωµένο σε διαδοχικές αραιώσεις. Τα 

αποτελέσµατα έδωσαν το γράφηµα της εικόνας 4-5. 
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Από το γράφηµα αυτό συµπεραίνουµε ότι η βέλτιστη αραίωση του αντισώµατος 

είναι 1/300. Στην αραίωση αυτή πραγµατοποιείται η µέγιστη απορρόφηση, δηλαδή 

επέρχεται κορεσµός του αντισώµατος. Επειδή όµως σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της 

ELISA (Παρ. 3,5), στην πλάκα µαζί µε το αραιωµένο αντίσωµα (50µl) προστίθεται και 

ίδια ποσότητα αραιωµένου γάλακτος (50µl), η αρχική αραίωση του αντισώµατος πρέπει 

να είναι 1/150 ώστε τελικά να διαµορφωθεί σε 1/300. 

Άρα τελικά χρησιµοποιήθηκε αραιωµένο αντίσωµα 1/150.  
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ΑΡΑΙΩΣΗ 1ου Αb (sheep anti-Goat biotin)

 

Εικόνα 4-5: Γράφηµα για την βέλτιστη αραίωση αντισώµατος δέσµευσης 

 

4.3 Προσδιορισµός πρόσµιξης αίγειου γάλακτος σε πρόβειο 

 

4.3.1 Προσδιορισµός πρόσµιξης αίγειου γάλακτος σε πρόβειο µε 

εφαρµογή της ανοσοενζυµικής µεθόδου ELISA  

 

Η µέθοδος εφαρµόστηκε σε µίγµατα γάλακτος µε γνωστές προσµίξεις αίγειου 

(Αίγ) σε πρόβειο γάλα (Π), σε µίγµατα µε γνωστές προσµίξεις αίγειου (Αίγ) και 

αγελαδινού (Α) γάλακτος σε πρόβειο (Π), αλλά δοκιµάστηκε και σε µίγµατα αγελαδινού 

(Α) και αίγειου (Αίγ), όπως και σε µίγµατα που δεν περιείχαν καθόλου αίγειο αλλά µόνο 

αγελαδινό (Α) και  πρόβειο (Π).  



 99

Τα παραπάνω µίγµατα µε συγκεκριµένες προσµίξεις παρασκευάστηκαν στο 

Εργαστήριο Τυροκοµίας του Τµήµατος Ζωικής Παραγωγής του Πανεπιστηµίου της 

Πάντοβα Ιταλίας,  τα οποία και µεταφέρθηκαν εν συνεχεία στην Ελλάδα. 

Στόχος ήταν να διαπιστωθεί κατά πόσο η µέθοδος µπορούσε να ανιχνεύσει το 

ποσοστό του αίγειου γάλακτος σε όλα τα προαναφερθέντα µίγµατα.  

Όπως περιγράφηκε στη µεθοδολογία εφαρµογής της µεθόδου ELISA στο κεφ. 

3.5, τα δείγµατα, τοποθετήθηκαν εις διπλούν στην πλάκα ELISA. Μετά την 

φωτοµέτρηση υπολογιζόταν ο µέσος όρος των δυο απορροφήσεων για κάθε δείγµα 

γάλακτος, τα πρότυπα διαλύµατα και το τυφλό και από κάθε µέσο όρο αφαιρούταν ο 

µέσος όρος του τυφλού. Οι απορροφήσεις που  προέκυψαν τελικά από το κάθε δείγµα 

γάλακτος παρεµβλήθηκαν στην πρότυπη καµπύλη αναφοράς και προέκυψαν έτσι οι 

προσµίξεις του αίγειου µε βάση τη µέθοδο αυτή.  

Για την κατασκευή της πρότυπης καµπύλης (Εικ. 4-6) και την ανίχνευση της 

πρόσµιξης µε βάση αυτή χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό πρόγραµµα Origin. Τα 

αποτελέσµατα παρατίθενται στους πίνακες 4-2, 4-3, 4-4 και 4-5 και στα γραφήµατα των 

Εικόνων 4-7, 4-8, 4-9, και 4-10. 
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Εικόνα 4-6: Πρότυπη καµπύλη για τον προσδιορισµό αίγειου γάλακτος σε πρόβειο 
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Πίνακας 4-2: Αποτελέσµατα ανίχνευσης πρόσµιξης αίγειου γάλακτος στα µίγµατα 

Πρόβειου (Π) και Αίγειου (Αιγ) 

 

Αρ. 
Μίγµατος 

Πρόσµιξη (%) 
Πρόβειο(Π):Αίγειο(Αίγ) 

Πραγµατικό 
ποσοστό (%) 

αίγειου 

Ανιχνεύσιµο 
ποσοστό (%) 

αίγειου µε 
ELISA 

1 83 (Π) : 17 (Αίγ) 17 20,16 

2 75 (Π): 25 (Αίγ) 25 25,12 

3 67 (Π): 33 (Αίγ) 33 41,1 

4 50 (Π): 50 (Αίγ) 50 37,95 

5 50 (Π): 50 (Αίγ) 50 40,92 

6 33 (Π): 67 (Αίγ) 67 54,5 

7 25 (Π): 75 (Αίγ) 75 40,96 

8 17 (Π): 83 (Αίγ) 83 50,96 

9 100 (Αίγ) 100 53,82 
 

 

Σύγκριση πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος σε πρόβειο
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Εικόνα 4-7: Γράφηµα σύγκρισης πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος στα µίγµατα 

Πρόβειου (Π) και Αίγειου (Αίγ) 
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Πίνακας 4-3: Αποτελέσµατα ανίχνευσης πρόσµιξης αίγειου γάλακτος στα µίγµατα 

Αγελαδινού (Α), Πρόβειου (Π) και Αίγειου (Αίγ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σύγκριση πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος σε µίγµατα µε 
αγελαδινό/πρόβειο
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Εικόνα 4-8: Γράφηµα σύγκρισης πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος στα µίγµατα 

Αγελαδινού (Α), Πρόβειου (Π) και Αίγειου (Αίγ) 

 

 

 

 

 

 

 

Αρ. 
Μίγµατος 

Πρόσµιξη (%) 
Αγελαδινό(Α):Αίγειο(Αίγ): 

Πρόβειο(Π) 

Πραγµατικό 
ποσοστό (%) 

αίγειου 

Ανιχνεύσιµο 
ποσοστό (%) 

αίγειου µε  
ELISA  

1 50 (Α): 25 (Αίγ): 25 (Π) 25 22,43 

2 25 (Α): 25 (Αίγ): 50 (Π) 25 22,23 

3 25 (Α): 50 (Αίγ): 25 (Π) 50 37,03 
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Πίνακας 4-4: Αποτελέσµατα ανίχνευσης πρόσµιξης αίγειου γάλακτος στα µίγµατα 

Αγελαδινού (Α) και Αίγειου (Αίγ)  

 

Αρ. 
Μίγµατος 

Πρόσµιξη (%) 
Αγελαδινό(Α):Αίγειο(Αίγ) 

Πραγµατικό 
ποσοστό (%) 

αίγειου 

Ανιχνεύσιµο 
ποσοστό (%) 

αίγειου µε 
ELISA 

1 75 (Α) : 25 (Αίγ) 25 19 

2 50 (Α): 50 (Αίγ) 50 36,66 

3 25 (Α): 75 (Αίγ) 75 48,09 
 

Σύγκριση πραγµατικού και ανιχνεύσιµου αίγειου γάλακτος σε µίγµα µε αγελαδινό
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Εικόνα 4-9: Γράφηµα σύγκρισης πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος στα µίγµατα 

Αγελαδινού (Α) και Αίγειου (Αίγ) 

 

Πίνακας 4-5: Αποτελέσµατα ανίχνευσης πρόσµιξης αίγειου γάλακτος στα µίγµατα 

Αγελαδινού (Α) και Πρόβειου (Π) 

 

Αρ. 
δείγµατος 

Πρόσµιξη (%) 
Αγελαδινό(Α):Πρόβειο(Π) 

Πραγµατικό 
ποσοστό (%) 

αίγειου 

Ανιχνεύσιµο 
ποσοστό (%) 

αίγειου µε 
ELISA  

1 75 (Α): 25 (Π) 0 0 

2 50 (Α): 50 (Π) 0 0 

3 25 (Α): 75 (Π) 0 0 
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Εικόνα 4-10: Συσχέτιση πραγµατικού και υπολογισµένου ποσοστού (%) αίγειου γάλακτος 

Άξονας Χ: Πραγµατικό ποσοστό (%) αίγειου γάλακτος 

Άξονας Υ: Ανιχνεύσιµο ποσοστό (%) αίγειου γάλακτος 

 

Η σχέση µεταξύ πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού (%) αίγειου γάλακτος 

περιγράφεται ικανοποιητικά από ένα γραµµικό µοντέλο (Εικ 4-10) καθώς ο συντελεστής 

προσδιορισµού είναι σχετικά υψηλός (R2 = 87%). Επίσης, τα δύο ποσοστά παρουσιάζουν 

µία αρκετά µεγάλη θετική συσχέτιση (συντελεστής συσχέτισης=0,93). 

Κατά τη διεξαγωγή της µεθόδου αυτής τοποθετήθηκε ένα συγκεκριµένο µίγµα 

στην πλάκα ELISA 13 φορές µε σκοπό να υπολογιστεί ο συντελεστής διακύµανσης (CV) 

δηλαδή να βρεθεί η απόκλιση που παρουσιάζουν οι τιµές που προκύπτουν από το ίδιο 

δείγµα. Βρέθηκε CV=3.96%. Το εύρος τιµών θεωρείται αποδεκτό όταν CV<10%. Άρα το 

CV=3.96% που υπολογίσαµε υποδεικνύει πολύ µικρή απόκλιση µεταξύ των τιµών του 

ίδιου δείγµατος άρα υψηλή ακρίβεια της µεθόδου.   

Συµπερασµατικά λοιπόν βλέπουµε ότι υπάρχει αρκετά στενή συσχέτιση (0.93) 

µεταξύ των πραγµατικών και ανιχνεύσιµων ποσοστών αίγειου γάλακτος στα µίγµατα. 

Παρατηρώντας τα γραφήµατα στις εικόνες 4-7, 4-8, και 4-9, βλέπουµε ότι η απόκλιση 

µεταξύ των πραγµατικών και ανιχνεύσιµων ποσοστών αυξάνεται όσο αυξάνεται το 

ποσοστό του αίγειου γάλακτος στα µίγµατα (κυρίως πάνω από 50%). Αυτό µπορεί να 

ερµηνευτεί αν λάβουµε υπόψη ότι τα πρότυπα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την 

κατασκευή της πρότυπης καµπύλης έφταναν µέχρι το ποσοστό του 49,5%. Εποµένως 
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κυρίως µετά το ποσοστό του 50% πρόσµιξης µε αίγειο η διαφορά µεταξύ πραγµατικής 

και ανιχνεύσιµης τιµής αυξάνεται σηµαντικά. 

 Τέλος θα µπορούσαµε να παρατηρήσουµε ότι η παρουσία αγελαδινού γάλακτος 

δεν επηρεάζει το αποτέλεσµα ανίχνευσης του αίγειου γάλακτος στο µίγµα (Εικ. 4-8 και 

Εικ. 4-9) όπως επίσης ότι στα µίγµατα γάλακτος που δεν περιέχεται αίγειο γάλα, δεν 

υπάρχει, όπως ήταν αναµενόµενο, ανίχνευση (Πιν. 4-5).   

 

Στο Εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Πατρών 

εφαρµόστηκε η µέθοδος ELISA σε µίγµατα πρόβειου και αίγειου γάλακτος  µε ποσοστά 

πρόσµιξης αίγειου 5-40%. Τα αποτελέσµατα παρατίθενται στον πίνακα 4-6 και στο 

γράφηµα της Εικόνας 4-11. 

 

Πίνακας 4-6: Αποτελέσµατα σε µίγµατα µε προσµίξεις 5-40% αίγειο 

Πραγµατικές προσµίξεις 

(%)  µε αίγειο  

Υπολογισµένες προσµίξεις 

 (%) µε αίγειο 

5 6,93 
10 13,37 
20 23,38 
30 29,91 
40 38,34 

 

 

Σύγκριση πραγµατικού και ανιχνεύσιµου αίγειου γάλακτος σε πρόβειο
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Εικόνα 4-11: Σύγκριση πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος σε πρόβειο 
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4.3.2 Επίδραση θερµικής επεξεργασίας στον προσδιορισµό πρόσµιξης 

αίγειου γάλακτος σε πρόβειο µε εφαρµογή της ανοσοενζυµικής µεθόδου 

ELISA  

 

Οι θερµικές επεξεργασίες συνήθως εφαρµόζονται για την παραλαβή ασφαλούς 

γάλακτος και για την διασφάλιση µακράς διάρκειας ζωής. ∆ιάφορα συστήµατα και 

τεχνολογίες που εφαρµόζονται µε διαφορετικούς συνδυασµούς χρόνου-θερµοκρασίας 

έχουν εφαρµοστεί για το σκοπό αυτό. Μεγάλη προσοχή πρέπει να δίνεται στην 

αξιολόγηση της αυθεντικότητας ενός θερµικά επεξεργασµένου γάλακτος δεδοµένου ότι η 

θερµική επεξεργασία αλλάζει τη βιοχηµική του σύνθεση (Suju et al., 2010). 

Οι Rynne et al., (2004), στην έρευνα τους για την επίδραση της θερµοκρασίας 

παστερίωσης και της µετουσίωσης των πρωτεϊνών του ορού στην ποιότητα των τυριών 

Cheedar, βρήκαν ότι µετά από παστερίωση του γάλακτος στους 72ºC, 77ºC, 82ºC ή 87ºC 

για 26 δευτερόλεπτα, τα µέσα επίπεδα µετουσίωσης των πρωτεϊνών του ορού στο 

παστεριωµένο γάλα ήταν 2,8%, 8,4%, 20,2% και 34,1% του συνόλου των πρωτεϊνών 

ορού γάλακτος, αντίστοιχα. 

Οι Suju et al., (2010), έδειξαν ότι τα επίπεδα των κύριων πρωτεϊνών του ορού 

γάλακτος µειώθηκαν λιγότερο από 23% στο παστεριωµένο γάλα και περισσότερο από 

85% στο γάλα UHT σε σύγκριση µε το νωπό. Πιο συγκεκριµένα, η α-λακταλβουµίνη (α- 

LA) παρουσίασε τη µεγαλύτερη θερµική αντοχή: περίπου 32% αυτής παρέµεινε στην 

αρχική της κατάσταση µετά από θέρµανση του γάλακτος στους 100ºC για 10 λεπτά, 

περίπου το 42% της β-LG Α και το 53% της β-LG Β χάθηκαν µετά από θέρµανση του 

γάλακτος στους 75ºC για 30 λεπτά. Η BSA χάθηκε σχεδόν εντελώς, όταν το γάλα σε pH 

5,0, θερµάνθηκε σε θερµοκρασία 75ºC ή υψηλότερη.  
Οι Rolland et al., (1993), χρησιµοποίησαν πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι του 

αγελαδινού κλάσµατος της αs1-καζεΐνης [αs1-CN f(140-149)] και µπόρεσαν να 

ανιχνεύσουν αγελαδινό γάλα σε πρόβειο γάλα και τυρί µε όρια ανίχνευσης 0,125% και 

0,5% αντίστοιχα. Η µέθοδος αυτή δεν επηρεάστηκε από την έντονη θερµική επεξεργασία 

που εφαρµόστηκε στο γάλα (1100C για 1 ώρα και 1150C για 15 λεπτά).  

Οι Richter et al., (1997), ανέπτυξαν µια έµµεση ανταγωνιστική ELISA µε την 

οποία ανίχνευσαν 0,1% αγελαδινού γάλακτος σε πρόβειο και αίγειο γάλα και τυρί. Για τη 

µέθοδο αυτή χρησιµοποίησαν πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι των γ3-καζεϊνών και η 
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τεχνική δεν επηρεάστηκε από την ένταση της θερµικής επεξεργασίας του αγελαδινού 

γάλακτος.  

Σύµφωνα µε τους Moatsou & Anifantakis (2003), η ανοσοβιολογική 

δραστικότητα των καζεϊνών δεν επηρεάζεται από τη θέρµανση. 

Στα πλαίσια της παρούσας µελέτης διερευνήθηκε και η επίδραση της θερµικής 

επεξεργασίας του γάλακτος στην ικανότητα της µεθόδου sandwich ELISA, που 

εφαρµόστηκε µε βάση τα πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι της IgG, να ανιχνεύει το 

ποσοστό του αίγειου γάλακτος στο πρόβειο.  

Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκε τυχαία το µίγµα µε αναλογία 67% Πρόβειο (Π) και 

33% Αίγειο (Αίγ) και σε αυτό εφαρµόστηκαν θερµικές επεξεργασίες αντίστοιχες µε αυτές 

που εφαρµόζονται για την παρασκευή γαλακτοκοµικών προϊόντων (τυρί, γιαούρτι, κλπ.). 

Οι θερµικές αυτές επεξεργασίες συνοψίζονται στον Πίνακα 4-7. 

 

Πίνακας 4-7: Εφαρµοζόµενες θερµικές επεξεργασίες  

Θερµική επεξεργασία Συνδυασµός θερµοκρασίας - χρόνου 

Θέρµισµα 65°C  για 5 λεπτά 
Παστερίωση 68°C για 10 λεπτά 
Υψηλή Παστερίωση 80°C  για 15 δευτερόλεπτα 
Θερµική επεξεργασία για παρασκευή 
γιαουρτιού και ζυµούµενου γάλακτος 

90°C  για 5 λεπτά 

 

Τα αποτελέσµατα ανίχνευσης πρόσµιξης του αίγειου γάλακτος στο µίγµα 

Πρόβειου (Π) και Αίγειου (Αίγ) µετά από κάθε θερµική επεξεργασία παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 4-8 και στο γράφηµα της Εικόνας 4-12. 

 

Πίνακας 4-8: Αποτελέσµατα ανίχνευσης πρόσµιξης του αίγειου γάλακτος στο 

µίγµα Πρόβειου (Π) και Αίγειου (Αίγ) µετά τις θερµικές επεξεργασίες 

Θερµικές επεξεργασίες µίγµατος                         
33% Αίγειο(Αίγ): 67%Πρόβειο (Π) 

Πραγµατικό 
ποσοστό (%) 

αίγειου 

Ανιχνεύσιµο 
ποσοστό (%) 

αίγειου µε 
ELISA  

Καµιά θερµική επεξεργασία 33 41,11 
65ºC για 5 λεπτά 33 41,64 
68ºC για 10 λεπτά 33 34,18 

80ºC για 15 δευτερόλεπτα 33 36,6 
90ºC για 5 λεπτά 33 0 

http://www.google.com/dictionary?source=translation&hl=el&q=reversible%20unfolding&langpair=en|el
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Επίδραση θερµικής επεξεργασίας στην ανίχνευση του αίγειου γάλακτος

41,11 41,64
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Elisa

 
Εικόνα 4-12: Γράφηµα επίδρασης θερµικής επεξεργασίας στην ανίχνευση του αίγειου γάλακτος 

 

Παρατηρούµε ότι η µέθοδος είναι το ίδιο αποτελεσµατική στους 65ºC για 5 min, 

ενώ η θερµική επεξεργασία των 90ºC για 5min επηρέασε την αποτελεσµατικότητα της 

µεθόδου καθιστώντας µη δυνατή την ανίχνευση του αίγειου γάλακτος στο µίγµα στις 

συνθήκες αυτές. H θέρµανση του γάλακτος στους 68ºC για 10 min προκάλεσε µείωση 

του ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος κατά 17% ενώ η θέρµανση στους 80°C για 

15 sec προκάλεσε µείωση κατά 11%. 

Από όλα τα παραπάνω θα µπορούσαµε να αναφέρουµε ότι ουσιαστικά το 

αποτέλεσµα επηρεάζεται από τη θερµοκρασία των 90ºC λόγω της µετουσίωσης του 

επιτόπου στόχου. Σε παρόµοιο συµπέρασµα κατέληξαν και οι Hurley et al., (2004), οι 

οποίοι ανέπτυξαν µια έµµεση, ανταγωνιστική ELISA για την ταχεία ανίχνευση 

αγελαδινού γάλακτος στο γάλα των αιγών, προβάτων και βουβαλιών, χρησιµοποιώντας 

ένα µονοκλωνικό αντίσωµα που αναπτύχθηκε κατά της βόειας IgG. Βρήκαν ότι η  

µέθοδος παρουσίασε την ίδια ευαισθησία όταν εφαρµόστηκε σε παστεριωµένο γάλα, 

αλλά δεν ίσχυσε το ίδιο και στην UHT θερµική επεξεργασία του γάλακτος, στην οποία 

προκλήθηκε µετουσίωση του επιτόπου στόχου.   

Επίσης οι Li-Chan et al., (1995), οι οποίοι ερεύνησαν την σταθερότητα των 

βόειων ανοσοσφαιρινών στην θερµική επεξεργασία, βρήκαν ότι η περιεχόµενη ποσότητα 

της IgG στο γάλα δεν άλλαξε µετά από θερµική επεξεργασία στους 62,7ºC για 30 λεπτά, 

ούτε µετά από διατήρηση του γάλακτος για 24 ώρες σε θερµοκρασία περιβάλλοντος ή 
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στους 4°C, ενώ µετά την HTST (High Temperature Short Time) παστερίωση του 

γάλακτος, η επί της εκατό διατήρηση της IgG µετά την παστερίωση κυµάνθηκε από 59% 

έως 76%. 

 

4.4 Αποτελέσµατα ανάλυσης των λιπαρών οξέων του λίπους 

µιγµάτων διαφόρων ειδών γάλακτος 

 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί, χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικά µίγµατα ανά δύο είδη 

γάλακτος (Αγελαδινό(Α)-Αίγειο(Αίγ), Αγελαδινό(Α)-Πρόβειο(Π) και Πρόβειο(Π)-Αίγειο 

(Αίγ), µε σκοπό να ανιχνευθεί η δυνατότητα προσδιορισµού της κάθε πρόσµιξης µε βάση 

τις διαφοροποιήσεις στα λιπαρά οξέα του λίπους κάθε µίγµατος. Τα µίγµατα Πρόβειου 

(Π)-Αίγειου (Αίγ) είναι τα ίδια µε αυτά που χρησιµοποιήθηκαν κατά την εφαρµογή της 

µεθόδου ELISA για την ανίχνευση της νοθείας.  

 

4.4.1 Ανάλυση λιπαρών οξέων µιγµάτων Αγελαδινού και Αίγειου 

γάλακτος 

 

 Στον πιο κάτω πίνακα (Πιν. 4-9) περιλαµβάνονται συγκεντρωτικά τα 

αποτελέσµατα ανάλυσης των λιπαρών οξέων σε επτά διαφορετικά µίγµατα αγελαδινού  

και αίγειου γάλακτος. 

 Παρατηρήθηκε ότι τα λιπαρά οξέα που παρουσίασαν σηµαντική διαφορά τιµών 

(P<0.05) στα διάφορα µίγµατα είναι τo C8 (Καπρυλικό), το C10 (Καπρινικό), το C16 

(Παλµιτικό), το C14:1 (Μυριστολεϊκό) και το C18:3 (Λινολενικό). Οι διαφοροποιήσεις 

των υπολοίπων λιπαρών οξέων δεν ήταν σηµαντικές. 

 Το C8 (Καπρυλικό), το C10 (Καπρινικό) και το C18:3 (Λινολενικό) όπως 

προκύπτει από τον Πίνακα 4-9, µειώνονται σταδιακά όσο η περιεκτικότητα του αίγειου 

γάλακτος στο µίγµα µειώνεται και η περιεκτικότητα του αγελαδινού αυξάνεται. ∆ηλαδή 

η περιεκτικότητα του αίγειου γάλακτος είναι µεγαλύτερη σε αυτά τα λιπαρά οξέα σε 

σχέση µε το αγελαδινό, τα C8, C10 και C18:3 βρίσκονται σε  αναλογίες 4.09%, 13.4%, 

0.10% αντιστοίχως στο αίγειο και 1,86%, 4,47%, 0,05% στο αγελαδινό και όσο 

µειώνεται η περιεκτικότητα του αίγειου στο µίγµα τόσο µειώνονται και αυτά.  
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Πίνακας 4-9: Λιπαρά οξέα (% των ολικών λιπαρών οξέων) στο λίπος διαφορετικών 

προσµίξεων αγελαδινού (Α) και αίγειου (Αίγ) γάλακτος 

 a, b,c,d,e,f: Μέσοι όροι µε διαφορετικούς εκθέτες στην ίδια γραµµή διαφέρουν σηµαντικά (P<0.05) 

Οι παρατηρήσεις αυτές σχετικά µε τα C8 και C10 συµφωνούν µε τους Alonso et 

al., (1999), οι οποίοι έδειξαν ότι τα χαρακτηριστικά αυτά λιπαρά οξέα του αίγειου 

γάλακτος C8 (2.7%) και C10 (9,9%) είναι υψηλότερα σε σχέση µε το αγελαδινό γάλα. Σε 

αντίστοιχα αποτελέσµατα κατέληξαν και οι Goudjil et al., (2004) µε C8 και C10, 2,7% 

και 10% αντιστοίχως στο αίγειο και 1,3% και 3% στο αγελαδινό. Οµοίως και οι Lucas et 

al., (2008), οι οποίοι ερευνώντας τη σχέση µεταξύ αγελάδων και αιγών διαπίστωσαν ότι 

το λίπος του αίγειου γάλακτος ήταν κατά ποσοστό >30% πλουσιότερο σε C8 και C10 σε 

σχέση µε το αγελαδινό. 

Όσον αφορά τα C16 (Παλµιτικό) και C14:1 (Μυριστολεϊκό) αυξάνονται σταδιακά 

όσο η περιεκτικότητα του αίγειου γάλακτος στο µίγµα µειώνεται και η περιεκτικότητα 

του αγελαδινού αυξάνεται. Στο αίγειο γάλα το ποσοστό των λιπαρών αυτών οξέων είναι 

Λιπαρά 

οξέα 

 M1 

100%(Αίγ) 

M2 

83% 

(Αίγ): 

17% (Α) 

M3 

67% 

(Αίγ): 

33% (Α) 

M4 

50% 

(Αίγ): 

50% (Α) 

M5 

33% 

(Αίγ): 

67% (Α) 

M6 

17% 

(Αίγ): 

83% (Α) 

M7 

100%(Α) 

SEM 

C4 1.52 2.09 1.85 1.89 2.39 2.07 2.92 0.51 

C6 3.08 3.22 2.84 2.28 2.22 2.23 2.12 0.52 

C8 4.09a 4.27 a 3.46 ab 2.79 ab 2.40 ab 2.39 ab 1.86 b 0.34 

C10 13.4 a 13.11 a  11.06 ab 9.09 abc 7.38 bc 6.42 bc 4.47 b 0.89 

C12 6.00 6.24 6.09 5.94 5.26 5.75 5.42 0.54 

C12:C10 0,45 e 0,47 de 0,55 d 0,65 c 0,71 c 0,89 b 1,21 a 0,01 

C14 12.41 13.64 14.32 14.93 14.58 15.60 15.29 0.60 

C15 0.88 0.86 0.95 0.94 1.02 1.06 1.05 0.04 

C16 23.39 e 25.21 ed 27.5 cde 29.23bcd 31.63abc 33.23 ab 34.94 a 0.83 

C17 0.24 0.20 0.24 0.21 0.25 0.22 0.23 0.02 

C18 8.26 7.76 7.67 7.43 7.68 7.09 7.03 0.71 

C14:1 0.31 f 0.48 e 0.78 d 0.94 c 1.16 b 1.40 a 1.55 a 0.02 

C16:1 1.93 2.26 1.3 2.77 1.64 1.71 1.95 0.63 

C18:1 20.41 18.21 19.22 19.14 19.64 18.47 18.76 2.02 

C18:2 3.41 1.98 2.22 1.93 2.17 1.94 1.90 0.32 

C18:3 0.10 a 0.10 a 0.06 b 0.07 b 0.06 b 0.06 b 0.05 b 0.005 

CLA 0.52 0.33 0.38 0.39 0.46 0.31 0.40 0.07 
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C16: 23.39% και C14:1: 0.31% ενώ στο αγελαδινό γάλα οι αντίστοιχες αναλογίες είναι 

34,94% και  1,55%. Αυξάνονται δηλαδή σταδιακά µε την σταδιακή µείωση του αίγειου 

στο µίγµα. 

Σε αντίστοιχες τιµές όσον αφορά τα λιπαρά αυτά οξέα κατέληξαν οι Ceballos et 

al., (2009)  µε C16, 25.64% και 32,24% στο αίγειο και αγελαδινό αντίστοιχα. Για το 

C14:1 βρήκαν περιεκτικότητα 0,14% στο αίγειο και 0,49% στο αγελαδινό.  

Οι ίδιοι ερευνητές κατέληξαν στο ότι το συνολικό ποσοστό του αίγειου γάλακτος 

σε CLA, ήταν 62% υψηλότερο από ότι στο αγελαδινό γάλα ενώ αντιθέτως οι Jarheis et 

al., (1999) βρήκαν ποσοστό CLA στο αίγειο γάλα 0,65% ενώ στο αγελαδινό 1,01%. Στην 

παρούσα µελέτη δεν βρέθηκαν σηµαντικές διαφορές µεταξύ των τιµών του CLA 

(P>0.05) στα διάφορα µίγµατα. Οι µεγάλες αυτές διαφοροποιήσεις µπορούν να 

εξηγηθούν αν λάβουµε υπόψη τις µεγάλες διακυµάνσεις του CLA στο γάλα κυρίως λόγω 

διαφοροποιήσεων στους παράγοντες διατροφής (Chilliard & Ferlay, 2004). 

Άλλος σηµαντικός παράγοντας που έχει χρησιµοποιηθεί από πολλούς ερευνητές 

κυρίως για την ανίχνευση παρουσίας αγελαδινού γάλακτος σε αίγειο είναι ο λόγος 

C12:C10. Το κλάσµα αυτό προτάθηκε από τους Ramos and Juarez (1986) για την 

ανίχνευση αυθεντικότητας αίγειου γάλακτος. Οι Alonso et al., (1999) όρισαν το κλάσµα 

αυτό σε  0.50 ± 0.04  παρόµοια τιµή µε αυτήν που δηµοσιεύθηκε από τους Iverson and 

Sheppard (1989) στο αίγειο γάλα (0.46 ± 0.04) και από τον Wolf (1995) στο αίγειο τυρί  

(0.56 ± 0.05), αλλά πολύ διαφορετικές από τις τιµές που δηµοσιεύθηκαν από τους ίδιους 

για το αγελαδινό γάλα (1,16 και 1,14 αντιστοίχως). Αντίστοιχες τιµές µε τα παραπάνω 

παρατηρήσαµε και στην µελέτη αυτή όπου το αντίστοιχο κλάσµα C12:C10 για το αίγειο 

και το αγελαδινό γάλα βρέθηκε 0,45±0,01 και 1,21±0,01 αντιστοίχως, µε σταδιακή 

αύξηση του κλάσµατος ανάλογη µε την αύξηση του αγελαδινού γάλακτος. 

Στον Πίνακα 4-10 παρουσιάζονται τα λιπαρά οξέα του λίπους των παραπάνω 

διαφορετικών προσµίξεων αγελαδινού και αίγειου γάλακτος οµαδοποιηµένα. 
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Πίνακας 4-10: Οµαδοποιηµένα λιπαρά οξέα (% των ολικών λιπαρών οξέων) στο λίπος 

διαφορετικών προσµίξεων αγελαδινού (Α) και αίγειου (Αίγ) γάλακτος 

a,b,c,d,e: Μέσοι όροι µε διαφορετικούς εκθέτες στην ίδια γραµµή διαφέρουν σηµαντικά (P<0.05) 
 

1 SFA (Saturated Fatty Acids: Κορεσµένα λιπαρά οξέα) 

2 MUFA (Mono-unsaturated Fatty Acids: Μονοακόρεστα λιπαρά οξέα) 

3 PUFA (Poly-unsaturated Fatty Acids: Πολυακόρεστα λιπαρά οξέα) 

4 UFA (Unsaturated Fatty Acids: Ακόρεστα λιπαρά οξέα) 

5 SFA/UFA (Saturates Fatty Acids / Unsaturated Fatty Acids: Κορεσµένα /Ακόρεστα λιπαρά οξέα) 
6 SCFA (Short Chain Fatty Acids: Μικρής αλύσου λιπαρά οξέα) 

7 MCFA (Medium Chain Fatty Acids: Μεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα) 

8 LCFA (Long Chain Fatty Acids: Μακράς αλύσου λιπαρά οξέα) 

 

Σύµφωνα µε τους Chilliard et al., (2006a), χαρακτηριστικό του αίγειου γάλακτος 

είναι η υψηλότερη περιεκτικότητά του σε µικρής και µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα σε 

σχέση µε το αγελαδινό γάλα, όπου η περιεκτικότητα του αίγειου σε C6-C10 λιπαρά οξέα 

είναι 16% ενώ του αγελαδινού µόλις 8%. Οι Ceballos et al., (2009) έδειξαν στην έρευνά 

τους ότι το αίγειο γάλα περιέχει κατά 40% υψηλότερη περιεκτικότητα σε µικρής και 

µέσης αλύσου λιπαρά οξέα (C6-14) από ότι το αγελαδινό γάλα.  

Στη µελέτη αυτή παρατηρήσαµε (Πιν. 4-10) ότι η περιεκτικότητα του αίγειου 

γάλακτος σε µικρής αλύσου λιπαρά οξέα (C4-C10) ήταν 22,10% ενώ του αγελαδινού 

11,38%, και σε µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα (C12-C16) ήταν 42,69% ενώ του 

αγελαδινού 56,72%. ∆ηλαδή φαίνεται το αίγειο να έχει µεγαλύτερη περιεκτικότητα σε 

µικρής αλύσου λιπαρά οξέα, η οποία µειώνεται όσο µειώνεται και το ποσοστό του στο 

µίγµα, και µικρότερη περιεκτικότητα σε µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα η οποία αυξάνεται 

Λιπαρά 

οξέα 

 M1 

100%(Αίγ) 

M2 

83% 

(Αίγ): 

17% (Α) 

M3 

67% 

(Αίγ): 

33% (Α) 

M4 

50% 

(Αίγ): 

50% (Α) 

M5 

33% 

(Αίγ): 

67% (Α) 

M6 

17% 

(Αίγ): 

83% (Α) 

M7 

100%(Α) 

SEM 

SFA1 73.3 76.62 76.02 74.74 74.84 76.09 75.35 1.69 

MUFA2 22.66 20.95 21.31 22.86 22.45 21.59 22.26  1.68 

PUFA3 4.04 2.42 2.67 2.39 2.7 2.31 2.37 0.34 

UFA4 26,69 23,37 23,98 25,25 25,15 23,90 24,63 1,69 

SFA/ 
UFA5 

3,81 4,67 4,53 4,41 4,43 4,68 4,72 1,50 

SCFA6 22,10 22,70 19,22 16,05 14,41 13,12 11,38 2,06 

MCFA7 42,69 e 45,96 de 48,87 cd 51,04 bc 52,50 abc 55,65 ab 56,72 a 0,86 

LCFA8 8,50 7,96 7,91 7,64 7,92 7,31 7,26 0,73 
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όσο µειώνεται το ποσοστό του αίγειου µε ταυτόχρονη αύξηση του αγελαδινού γάλακτος 

στο µίγµα. 

 

4.4.2 Ανάλυση λιπαρών οξέων µιγµάτων Πρόβειου και Αγελαδινού 

γάλακτος 

 

Στον παρακάτω Πίνακα (Πιν. 4-11) περιλαµβάνονται συγκεντρωτικά τα 

αποτελέσµατα ανάλυσης των λιπαρών οξέων σε επτά διαφορετικά µίγµατα αγελαδινού  

και πρόβειου γάλακτος. 

 

Πίνακας 4-11: Λιπαρά οξέα (% των ολικών λιπαρών οξέων) στο λίπος διαφορετικών  

προσµίξεων αγελαδινού (Α) και πρόβειου (Π) γάλακτος 

 a. b,c,d: Μέσοι όροι µε διαφορετικούς εκθέτες στην ίδια γραµµή διαφέρουν σηµαντικά (P<0.05) 

Λιπαρά 

οξέα 

 M1 

100%(Π) 

M2 

83%(Π): 

17%(Α) 

M3 

67%(Π): 

33%(Α) 

M4 

50%(Π): 

50%(Α) 

M5 

33%(Π): 

67%(Α) 

M6 

17%(Π): 

83%(Α) 

M7 

100%(Α) 

SEM 

C4 3.75 3.31 3.43 4.61 3.30 3.74 2.92 0.78 

C6 3.92 3.00 3.34 3.98 2.78 3.23 2.31 0.42 

C8 4.39 a 3.79 a 3.93 a 4.36 a 3.14 ab 3.11 ab 2.04 b 0.42 

C10 12.75 11.40 11.42 11.96 8.83 8.56 5.54 1.34 

C12 7.32 6.68 6.75 7.58 6.2 6.99 6.20 0.75 

C12:C10 0,57 b 0,58 b 0,59 b 0,65 b 0,70 b 0,81 ab 1,15 a 0,07 

C14 14.07 14.14 14.25 14.24 14.41 15.70 16.69 0.65 

C15 0.98 1.04 1.04 0.99 1.06 1.185 1.37 0.10 

C16 26.94c 28.51 bc 28.29 bc 28.19 bc 30.8 ab 30.86 ab 34.27 a 1.12 

C17 0.33 0.35 0.34 0.21 0.28 0.27 0.23 0.04 

C18 5.10 5.44 5.32 4.58 5.79 5.14 5.59 0.73 

C14:1 0.5 d 0.64 d 0.76 cd 0.78 cd 1.06 bc 1.42 b 1.84 a 0.06 

C16:1 1.85 a 1.97 a 1.94 a 0.69 b 1.97 a 1.9 a 1.81 a 0.07 

C18:1 15.50 16.98 16.42 14.77 17.76 15.79 17.06 1.31 

C18:2 2.08 2.21 2.25 2.62 2.15 1.69 1.78 0.34 

C18:3 0.1 a 0.11 a 0.10 a 0.1 a 0.07ab 0.07 ab 0.04 b 0.008 

CLA 0.38 0.40 0.38 0.31 0.37 0.3 0.28 0.03 
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Παρατηρήθηκε ότι τα λιπαρά οξέα που παρουσίασαν σηµαντική διαφορά τιµών 

(P<0.05) στα διάφορα µίγµατα πρόβειου-αγελαδινού γάλακτος είναι τo C8 (Καπρυλικό), 

το C16 (Παλµιτικό), το C14:1 (Μυριστολεϊκό), το C16:1 (Παλµιτελαϊκό) και το C18:3 

(Λινολενικό). Οι διαφοροποιήσεις των υπολοίπων λιπαρών οξέων δεν ήταν σηµαντικές. 

Το C8 (Καπρυλικό) και το C18:3 (Λινολενικό) όπως προκύπτει από τον πίνακα 4-

11, µειώνονται σταδιακά όσο η περιεκτικότητα του πρόβειου γάλακτος στο µίγµα 

µειώνεται ενώ η περιεκτικότητα του αγελαδινού αυξάνεται. Στο πρόβειο η αναλογία σε 

C8 και C18:3 είναι 4,39% και 0,1% αντιστοίχως ενώ στο αγελαδινό είναι 2,04% και 

0,04%. Υπάρχει σταδιακή µείωση των λιπαρών αυτών οξέων όσο µειώνεται σταδιακά το 

πρόβειο στο µίγµα. 

Οι Alonso at al., (1999) για τον C8 δηµοσίευσαν ελαφρώς χαµηλότερες τιµές, 

συγκεκριµένα 2,6% για το πρόβειο και 1,3% για το αγελαδινό. 

Το C16 (Παλµιτικό) και το C14:1 (Μυριστολεϊκό) αυξάνονται σταδιακά όσο η 

περιεκτικότητα του πρόβειου γάλακτος στο µίγµα µειώνεται ενώ η περιεκτικότητα του 

αγελαδινού αυξάνεται. Στο πρόβειο το C16 βρίσκεται σε αναλογία 26,94% ενώ στο 

αγελαδινό 34,27% και το C14:1 βρίσκεται σε αναλογία 0,5% στο πρόβειο και 1,84% στο 

αγελαδινό. Αυξάνονται δηλαδή σταδιακά µε η µείωση του πρόβειου. 

 Οι τιµές του C16:1 (Παλµιτελαϊκό) αν και παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές 

(P<0.05) στα διαφορετικά µίγµατα αγελαδινού και πρόβειου γάλακτος, οι διαφορές αυτές 

δεν είναι ανάλογες µε την σταδιακή µείωση του πρόβειου γάλακτος και την ταυτόχρονη 

αύξηση του αγελαδινού. 

 Σύµφωνα µε τους Juarez & Ramos (1993), το πρόβειο γάλα περιέχει περισσότερο 

καπροϊκό (C6), καπρυλικό (C8) και καπρικό (C10) από ότι το αγελαδινό γάλα. Αυτά τα 

λιπαρά οξέα που συνδέονται και µε τη χαρακτηριστική γεύση των τυριών από πρόβειο 

γάλα µπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν για την ανίχνευση µιγµάτων γάλακτος από 

διαφορετικά είδη (Juarez & Ramos, 1993; Park et al., 2007). Πέρα από τον C8 που όπως 

προαναφέρθηκε εµφάνισε σηµαντική στατιστική διαφορά στα διαφορετικά µίγµατα 

πρόβειου και αγελαδινού γάλακτος, µπορούµε να παρατηρήσουµε στον πίνακα 4-11 ότι 

και τα C6 και C10 παρουσιάζουν µια φθίνουσα πορεία ανάλογη µε την µείωση του 

πρόβειου και αύξηση του αγελαδινού.  

Οι  Iverson & Sheppard (1989) χρησιµοποίησαν το λόγο C12:C10 όχι µόνο για 

την ανίχνευση παρουσίας αγελαδινού γάλακτος σε αίγειο αλλά και για την παρουσία 

αγελαδινού γάλακτος σε πρόβειο. Υπολογίζοντας το λόγο αυτό και στην παρούσα 

µελέτη, παρατηρήθηκε ότι το κλάσµα αυτό αυξάνεται µε την µείωση του πρόβειου 
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γάλακτος και αύξηση του αγελαδινού, µε τιµές 0,57±0,07 για το αίγειο γάλα και 

1,15±0,07  για το αγελαδινό.   

 Στον πίνακα 4-12 παρουσιάζονται τα λιπαρά οξέα του λίπους των παραπάνω 

διαφορετικών προσµίξεων αγελαδινού και πρόβειου γάλακτος οµαδοποιηµένα. 

 

Πίνακας 4-12: Οµαδοποιηµένα λιπαρά οξέα (% των ολικών λιπαρών οξέων) στο λίπος 

διαφορετικών προσµίξεων αγελαδινού (Α) και πρόβειου (Π) γάλακτος 

 

1 SFA (Saturated Fatty Acids: Κορεσµένα λιπαρά οξέα) 

2 MUFA (Mono-unsaturated Fatty Acids: Μονοακόρεστα λιπαρά οξέα) 

3 PUFA (Poly-unsaturated Fatty Acids: Πολυακόρεστα λιπαρά οξέα) 

4 UFA (Unsaturated Fatty Acids: Ακόρεστα λιπαρά οξέα) 

5 SFA/UFA (Saturates Fatty Acids / Unsaturated Fatty Acids: Κορεσµένα /Ακόρεστα λιπαρά οξέα) 
6 SCFA (Short Chain Fatty Acids: Μικρής αλύσου λιπαρά οξέα) 

7 MCFA (Medium Chain Fatty Acids: Μεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα) 

8 LCFA (Long Chain Fatty Acids: Μακράς αλύσου λιπαρά οξέα) 

 

 Παρατηρείται µεγαλύτερο ποσοστό µικρής αλύσου λιπαρών οξέων στο πρόβειο 

(24,81%) σε σχέση µε το αγελαδινό (12,81%) αλλά δεν υπάρχει σηµαντική διαφορά 

µεταξύ των ενδιάµεσων τιµών (P>0.05) ούτε και φθίνουσα τάση ανάλογη µε την µείωση 

της περιεκτικότητας του πρόβειου. Τα µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα βρίσκονται σε 

µικρότερο ποσοστό στο πρόβειο (49,32%) σε σχέση µε το αγελαδινό (58,52%) αλλά και 

εδώ δεν υπάρχει σηµαντική στατιστική διαφορά. Παρατηρείται µόνο µια τάση αύξησης 

των τιµών ανάλογη µε τη µείωση του πρόβειου και αύξηση του αγελαδινού. 

  

Λιπαρά 

οξέα 

 M1 

100%(Π) 

M2 

83% (Π): 

17% (Α) 

M3 

67% (Π): 

33% (Α) 

M4 

50% (Π): 

50% (Α) 

M5 

33% (Π): 

67% (Α) 

M6 

17% (Π): 

83% (Α) 

M7 

100%(Α) 

SEM 

SFA1 79.57 77.68 78.14 80.72 76.6 78.83 77.17 1.44 

MUFA2 17.86 19.59 19.12 16.25 20.79 19.10 20.71 1.35 

PUFA3 2.57 2.72 2.74 3.03 2.6 2.06 2.10 0.32 

UFA4 20,43 22,31 21,86 19,28 23,39 21,17 22,82 1,44 

SFA/ 
UFA5 

3,93 3,50 3,60 4,18 3,27 3,74 3,40 0,31 

SCFA6 24,81 21,52 22,12 24,92 18,06 18,66 12,81 2,42 

MCFA7 49,32 50,37 50,34 51,00 52,46 54,75 58,52 1,66 

LCFA8 5,43 5,79 5,66 4,79 6,07 5,42 5,83 0,72 
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4.4.3 Ανάλυση λιπαρών οξέων µιγµάτων Πρόβειου και Αίγειου γάλακτος 

 

Στον παρακάτω πίνακα (Πιν. 4-13) περιλαµβάνονται συγκεντρωτικά τα 

αποτελέσµατα ανάλυσης των λιπαρών οξέων σε επτά διαφορετικά µίγµατα αίγειου  και 

πρόβειου γάλακτος. 

Πίνακας 4-13: Λιπαρά οξέα (% των ολικών λιπαρών οξέων) στο λίπος 

διαφορετικών προσµίξεων αίγειου (Αίγ) και πρόβειου (Π) γάλακτος 

a.b,c: Μέσοι όροι µε διαφορετικούς εκθέτες στην ίδια γραµµή διαφέρουν σηµαντικά (P<0.05) 

Παρατηρήθηκε ότι τα λιπαρά οξέα που παρουσίασαν σηµαντική διαφορά τιµών 

(P<0.05) στα διάφορα µίγµατα πρόβειου-αίγειου γάλακτος είναι τo C4 (Βουτυρικό), το 

C12 (Λαουρικό), το C16 (Παλµιτικό), το C17, το C18 (Στεατικό), το C18:1 (Ελαϊκό) και 

το CLA (Συζευγµένο Λινελαϊκό Οξύ). 

 Όλα τα προαναφερθέντα λιπαρά οξέα, µε εξαίρεση το C18 (Στεατικό), το οποίο 

αυξάνεται όσο µειώνεται το πρόβειο στο µίγµα (4,76% στο πρόβειο και 8,65% στο 

Λιπαρά 

οξέα 

 M1 

100%(Π) 

M2 

83%(Π): 

17%(Αίγ) 

M3 

67%(Π): 

33%(Αίγ) 

M4 

50%(Π): 

50%(Αίγ) 

M5 

33%(Π): 

67%(Αίγ) 

M6 

17%(Π): 

83%(Αίγ) 

M7 

100%(Αίγ) 

SEM 

C4 3.80 abc 3.75 abc 3.79 abc 2.8 abc 4.01 a 2.62 ab 2.07 c 0.31 

C6 3.73 3.89 3.60 3.26 3.65 3.01 2.84 0.31 

C8 4.58 4.97 4.65 4.43 4.84 4.10 3.86 0.34 

C10 13.72 14.18 15.05 13.125 15.13 12.8 12.48 1.17 

C12 7.49 ab 8.13 a 7.72 ab 7.03 ab 7.50 ab 6.48 ab 5.78 b 0.37 

C14 13.77 11.34 13.11 12.0 12.72 12.38 13.37 0.81 

C15 0.98 0.91 0.89 0.87 0.88 0.92 0.99 0.04 

C16 26.81 a 23.71ab 25.05ab  25.53ab  23.27 b 24.31ab  24.87ab  0.58 

C17 0.37 a 0.23 b 0.30 ab 0.28 ab 0.24 ab 0.24b 0.24 ab 0.02 

C18 4.76 c 4.32 c 5.20 bc 6.39 abc 6.50 bc 7.47 ab 8.65 a 0.43 

C14:1 0.43 0.41 0.40 0.37 0.39 0.34 0.35 0.03 

C16:1 1.25 4.53 2.12 1.02 1.62 1.46 0.34 1.01 

C18:1 15.56ab 13.68 b 15.17 b 17.68 ab 15.82 ab 18.79 ab 20.57 a 0.91 

C18:2 2.10 5.45 2.35 4.48 3.24 4.32 2.75 0.82 

C18:3 0.14 0.13 0.10 0.13 0.12 0.12 0.13 0.02 

CLA 0.46 ab 0.38 b 0.46 ab 0.55 ab 0.52 ab 0.59 ab 0.67 a 0.04 
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αίγειο), δεν παρουσιάζουν σταδιακή αύξηση ή µείωση ανάλογη µε τη σταδιακή µείωση 

του πρόβειου και αύξηση του αίγειου.  

 Η παραπάνω παρατήρηση συµπίπτει µε τον Jadal (1996), ο οποίος ανέφερε ότι τα 

λιπίδια του πρόβειου γάλακτος είναι κατά κάποιο τρόπο παρόµοια µε αυτά του αίγειου 

γάλακτος. Ο ίδιος πρόσθεσε ότι πιο σηµαντική ίσως διαφορά µεταξύ των δυο αυτών 

ειδών γάλακτος είναι ότι τα µικρού µήκους λιπαρά οξέα, όπως το καπροϊκό (C6), 

καπρυλικό (C8) και καπρικό (C10), βρίσκονται σε µεγαλύτερο ποσοστό στο αίγειο γάλα, 

αλλά και τα µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα είναι ελαφρώς υψηλότερα στο αίγειο σε σχέση 

µε το πρόβειο γάλα.  

 Στον πίνακα 4-14 παρουσιάζονται τα λιπαρά οξέα του λίπους των παραπάνω 

διαφορετικών προσµίξεων αγελαδινού και πρόβειου γάλακτος οµαδοποιηµένα.  

 

Πίνακας 4-14: Οµαδοποιηµένα λιπαρά οξέα (% των ολικών λιπαρών οξέων) στο λίπος 

διαφορετικών προσµίξεων αίγειου (Αίγ) και πρόβειου (Π) γάλακτος 

 

a.,b, c: Μέσοι όροι µε διαφορετικούς εκθέτες στην ίδια γραµµή διαφέρουν σηµαντικά (P<0.05) 

1 SFA (Saturated Fatty Acids: Κορεσµένα λιπαρά οξέα) 

2 MUFA (Mono-unsaturated Fatty Acids: Μονοακόρεστα λιπαρά οξέα) 

3 PUFA (Poly-unsaturated Fatty Acids: Πολυακόρεστα λιπαρά οξέα) 

4 UFA (Unsaturated Fatty Acids: Ακόρεστα λιπαρά οξέα) 

5 SFA/UFA (Saturates Fatty Acids / Unsaturated Fatty Acids: Κορεσµένα /Ακόρεστα λιπαρά οξέα) 
6 SCFA (Short Chain Fatty Acids: Μικρής αλύσου λιπαρά οξέα) 

7 MCFA (Medium Chain Fatty Acids: Μεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα) 

8 LCFA (Long Chain Fatty Acids: Μακράς αλύσου λιπαρά οξέα) 

 

Λιπαρά 

οξέα 

 M1 

100%(Π) 

M2 

83%(Π): 

17%(Αίγ) 

M3 

67%(Π): 

33%(Αίγ) 

M4 

50%(Π): 

50%(Αίγ) 

M5 

33%(Π): 

67%(Αίγ) 

M6 

17%(Π): 

83%(Αίγ) 

M7 

100%(Αίγ) 

SEM 

SFA1 80.03 75.42 79.38 75.75 78.26 74.36 75.18 1.78 

MUFA2 17.24 18.61 17.70 19.08 17.85 20.60 21.27 1.39 

PUFA3 2.71 5.96 2.91 5.16 3.88 5.04 3.55 0.80 

UFA4 19,96 24,58 20,60 24,25 21,73 25,64 24,82 1,77 

SFA/ 
UFA5 

4,04 3,11 3,89 3,12 3,60 2,94 3,03 0,33 

SCFA6 25,85 26,77 27,10 23,61 27,63 22,54 21,27 1,87 

MCFA7 49,05 44,09 46,78 45,45 44,37 44,10 45,01 0,98 

LCFA8 5,12 c 4,55 c 5,50 bc 6,67 abc 6,25 bc 7,71 ab 8,89 a 0,44 
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Στον πίνακα αυτό παρατηρούµε µόνο σηµαντικές διαφορές (P<0.05) στις τιµές 

των µακράς αλύσου λιπαρών οξέων. Οι διαφορές αυτές οφείλονται στον C18 που όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω (Πιν. 4-13) παρουσιάζει µικρότερη τιµή στο πρόβειο γάλα η 

οποία αυξάνεται όσο µειώνεται το πρόβειο γάλα στο µίγµα. 
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Κεφάλαιο 5 
Συµπεράσµατα 

 

5.1 Συµπεράσµατα από την εφαρµογή της τεχνικής sandwich 

ELISA 
Όσον αφορά την εφαρµογή της τεχνικής sandwich ELISA για την ανίχνευση 

νοθείας πρόβειου γάλακτος µε αίγειο, τα συµπεράσµατα µπορούν να συνοψισθούν ως 

εξής: 

1. Πρόκειται για µια ποιοτική και ποσοτική µέθοδο µε υψηλό συντελεστή 

συσχέτισης µεταξύ πραγµατικής και µετρούµενης τιµής αίγειου γάλακτος σε πρόβειο 

(r=0,93) και πολύ ακριβής (CV=3,9). Όπως φάνηκε από τα δείγµατα στα οποία 

εφαρµόστηκε, παρουσιάζει µεγαλύτερη ακρίβεια σε ποσοστά πρόσµιξης µε αίγειο µέχρι 

40%, ελαφρώς µικρότερη ακρίβεια σε ποσοστά µέχρι 50% ενώ πάνω από το ποσοστό 

αυτό η διαφορά µεταξύ πραγµατικής και υπολογισµένης τιµής είναι πολύ µεγάλη. 

2. Τα αποτελέσµατα της µεθόδου δεν επηρεάζονται από την παρουσία αγελαδινού 

γάλακτος στο µίγµα. 

3. Η µέθοδος ήταν το ίδιο αποτελεσµατική στους 65ºC για 5 min, ενώ η θερµική 

επεξεργασία των 90ºC για 5min επηρέασε την αποτελεσµατικότητα της µεθόδου 

καθιστώντας µη δυνατή την ανίχνευση του αίγειου γάλακτος στο µίγµα στις συνθήκες 

αυτές. H θέρµανση του γάλακτος στους 68ºC για 10 min προκάλεσε µείωση του 

ανιχνεύσιµου ποσοστού αίγειου γάλακτος κατά 17% ενώ η θέρµανση στους 80°C για 15 

sec προκάλεσε µείωση κατά 11%. 

4. Η µέθοδος αυτή παρουσιάζει το πλεονέκτηµα ότι µπορεί να πραγµατοποιηθεί σε 

πολύ σύντοµο χρονικό διάστηµα (συνολικά λιγότερο από δυο ώρες) και είναι εύκολη στη 

χρήση µε αποτέλεσµα να µπορεί να χρησιµοποιηθεί για ελέγχους ρουτίνας από µη 

εξειδικευµένο προσωπικό. 

5. Η παραγωγή των αντισωµάτων έναντι της αίγειας και βόειας IgG είναι πολύ 

µεγάλης σηµασίας διότι µπορεί να παραχθούν µεγάλες ποσότητες πολυκλωνικών 

αντισωµάτων, τα οποία επαρκούν για αρκετά µεγάλο αριθµό δειγµάτων (~19 πλάκες των 

96 βοθρίων) και επιπλέον δίνουν τη δυνατότητα να υπάρχουν πάντα διαθέσιµα.  
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Η µέθοδος αυτή, πραγµατοποιείται πρώτη φορά στην Ελλάδα και αποτελεί γόνιµο 

έδαφος για συνέχιση της έρευνας µε µεγαλύτερο αριθµό δειγµάτων όχι µόνο στο γάλα 

αλλά και στο τυρί, για να µπορέσουν να διεξαχθούν πιο ακριβή συµπεράσµατα όσον 

αφορά την ταύτιση πραγµατικού και ανιχνεύσιµου ποσοστού νοθείας στο πρόβειο γάλα, 

όχι µόνο µε αίγειο αλλά και µε αγελαδινό γάλα.  

 

5.2 Συµπεράσµατα από την ανάλυση των λιπαρών οξέων 
 

Όσον αφορά τα συµπεράσµατα για την ανίχνευση αγελαδινού γάλακτος σε αίγειο, 

αγελαδινού γάλακτος σε πρόβειο και αίγειου γάλακτος σε πρόβειο, µε βάση τη 

διαφοροποίηση των λιπαρών οξέων στα διάφορα µίγµατα, τα συµπεράσµατα µπορούν να 

συνοψισθούν ως εξής: 

Μίγµα αγελαδινού-αίγειου: 

1. Σχετικά µε την ανίχνευση αγελαδινού γάλακτος σε αίγειο παρατηρήθηκε ότι τα 

C8, C10 και C18:3 µειώνονται σταδιακά όσο µειώνεται το αίγειο γάλα στο µίγµα, ενώ τα 

C16 και C14:1 αυξάνονται σταδιακά όσο µειώνεται το αίγειο γάλα. 

2. Τα µικρής αλύσου λιπαρά οξέα (C4-C10) βρίσκονται σε µεγαλύτερο ποσοστό στο 

αίγειο γάλα και µειώνονται σταδιακά µε τη µείωση αυτού και αύξηση του αγελαδινού, 

ενώ τα µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα (C12-C16) βρίσκονται σε µικρότερο ποσοστό στο 

αίγειο γάλα και αυξάνονται σταδιακά µε τη µείωση αυτού και αύξηση του αγελαδινού. 

3. Το κλάσµα C12:C10 αυξάνεται όσο αυξάνεται το αγελαδινό γάλα στο µίγµα µε 

ακραίες τιµές 0,45±0,05 για το αίγειο και 1,22±0,05 στο αγελαδινό. 

Μίγµα αγελαδινού-Πρόβειου: 

1. Παρατηρήθηκε ότι τα C8 και C18:3 µειώνονται σταδιακά όσο µειώνεται το 

πρόβειο γάλα στο µίγµα, ενώ τα C16 και C14:1 αυξάνονται όσο µειώνεται το πρόβειο 

γάλα στο µίγµα.  

2. Παρατηρήθηκε µεγαλύτερο ποσοστό µικρής αλύσου λιπαρών οξέων στο πρόβειο 

σε σχέση µε το αγελαδινό αλλά δεν υπήρξε σηµαντική διαφορά µεταξύ των ενδιάµεσων 

τιµών ούτε και φθίνουσα τάση ανάλογη µε την µείωση της περιεκτικότητας του 

πρόβειου. Τα µεσαίας αλύσου λιπαρά οξέα βρέθηκαν σε µικρότερο ποσοστό στο πρόβειο 

σε σχέση µε το αγελαδινό, αλλά και εδώ δεν υπήρξε σηµαντική στατιστική διαφορά 

µεταξύ των τιµών ούτε ανάλογη διαφοροποίηση µε τη µείωση του πρόβειου και αύξηση 

του αγελαδινού. 
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3. Το κλάσµα C12:C10 αυξάνεται όσο αυξάνεται το αγελαδινό γάλα στο µίγµα µε 

ακραίες τιµές 0,57 για το αίγειο και 1,16 στο αγελαδινό. 

 

Μίγµα Αίγειου-Πρόβειου: 

1. Παρατηρήθηκε ότι το C18 αυξάνεται όσο αυξάνεται το αίγειο στο µίγµα αυτό. 

Συµπερασµατικά θα µπορούσαµε να πούµε ότι στα µίγµατα αγελαδινού και αίγειου 

όπως και αγελαδινού και πρόβειου παρατηρούνται µεταβολές στα ίδια λιπαρά οξέα και 

ανάλογες µε την µείωση του πρόβειου ή αίγειου γάλακτος στα µίγµατα αυτά αντίστοιχα. 

Ωστόσο πιο ξεκάθαρες αυτές οι µεταβολές παρατηρήθηκαν στα µίγµατα αγελαδινού και 

αίγειου γάλακτος. Όσον αφορά τα µίγµατα πρόβειου και αίγειου δεν παρατηρήθηκαν 

σηµαντικές διαφοροποιήσεις στα λιπαρά οξέα. Τα παραπάνω συµπίπτουν µε τον Jadal 

(1996), ο οποίος ανέφερε ότι τα λιπίδια του πρόβειου γάλακτος είναι κατά κάποιο τρόπο 

παρόµοια µε αυτά του αίγειου γάλακτος.   

Γενικά γνωρίζουµε ότι η σύσταση του λίπους είναι η πιο ευµετάβλητη συνιστώσα του 

γάλακτος τόσο ποιοτικά όσο και ποσοτικά και εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως 

το στάδιο της γαλακτικής περιόδου, την εποχή, τη φυλή των ζώων και κυρίως τη 

διατροφή τους (Raynal-Ljutovac et al., 2008). Σύµφωνα µε τους De La Fuente et al., 

(2009) σηµαντικό ρόλο στην µεγάλη διακύµανση της σύστασης του λίπους παίζει επίσης 

η ηλικία του ζώου, το ποίµνιο ακόµα και η ηµέρα ελέγχου (TD). Για αυτό χρειάζεται 

µεγάλη προσοχή κατά την εκτίµηση της νοθείας γάλακτος µε βάση τα λιπαρά οξέα.  

 

5.3 Σύγκριση µεθόδων 
 

Συγκρίνοντας τις δυο µεθόδους (ELISA και ανάλυση λιπαρών οξέων) που 

εφαρµόσαµε για την ανίχνευση νοθείας πρόβειου γάλακτος µε αίγειο αλλά και σε 

µίγµατα αγελαδινού και αίγειου, µπορούµε να αναφέρουµε ότι πλεονεκτεί η µέθοδος 

ELISA λόγω της µεγαλύτερης ακρίβειας της µεθόδου και της δυνατότητας ποσοτικού 

προσδιορισµού της νοθείας.  

 Η τάση αύξησης ή µείωσης συγκεκριµένων λιπαρών οξέων καθώς και του 

κλάσµατος C12:C10 στα µίγµατα αγελαδινού-αίγειου γάλακτος και αγελαδινού-πρόβειου 

γάλακτος αποτελεί ένδειξη νοθείας, αλλά δεν είναι δυνατός ο ποσοτικός προσδιορισµός 

της νοθείας µε τη µέθοδο αυτή. 
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Παράρτηµα 
 

Τα αποτελέσµατα φωτοµέτρησης µετά την παραλαβή των κλασµάτων από τη 

στήλη κατά την αποµόνωση αντισωµάτων goat IgG από το 1ο  ml ορού (Κεφ. 3.3.1), 

παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα: 

  

 OD OD(Κλάσµα –T) Mg/ml* 

Τυφλό 0.277 - - 

1ο κλάσµα - - - 

2ο κλάσµα 0.0774 - - 

3ο κλάσµα 0.3716 0.0946 0.0675 

4ο κλάσµα 0.5405 0.2635 0.1882 

5ο κλάσµα 0.4145 0.1375 0.098 

6ο κλάσµα 0.3504 0.0734 0.0524 

7ο κλάσµα 0.3412 0.0642 0.0458 

8ο κλάσµα 0.3034 0.0264 0.0188 

9ο κλάσµα 0.2792 - - 

10ο κλάσµα 0.2698 - - 

Σύνολο   0,4707 

 

*Προκύπτει µε απλή µέθοδο των τριών: 

    Στα 10mg/ml  η απορρόφηση είναι 14 

                   X;                                     Κλάσµα-Τ 

Από αυτά για συµπύκνωση επιλέχθηκαν τα κλάσµατα 3-8, δηλ 6ml. 
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Τα αποτελέσµατα φωτοµέτρησης µετά την παραλαβή των κλασµάτων από τη 

στήλη κατά την αποµόνωση αντισωµάτων goat IgG από το 2ο  ml ορού, παρατίθενται 

στον παρακάτω πίνακα: 

 OD OD(Κλάσµα –T) Mg/ml* 

Τυφλό 0.2524 - - 

1ο κλάσµα 0,0538 - - 

2ο κλάσµα 0.0586 - - 

3ο κλάσµα 0.3648 0.1124 0.0803 

4ο κλάσµα 0.6498 0.3974 0.2838 

5ο κλάσµα 0.4101 0.1577 0.1126 

6ο κλάσµα 0.3252 0.0728 0.052 

7ο κλάσµα 0.2863 0.0339 0.0242 

8ο κλάσµα 0.2743 0.0219 0.0156 

9ο κλάσµα 0.2729 0.0205 0.0146 

10ο κλάσµα 0.2617 0.0093 0.0066 

Σύνολο   0,5897 

 

Από αυτά για συµπύκνωση επιλέχθηκαν τα κλάσµατα 3-10, δηλ 8ml. 
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