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Úvod 

 
Sliny jsou sm�sí biologicky významných glykoprotei-

n�, protein�, enzym�, hormon�, minerál� a elektrolyt� 
rozpušt�ných ve vod� a jsou produkovány p�edevším páro-
vými velkými slinnými žlázami1,2. Obsah vody a v ní roz-
pušt�ných látek kolísá v závislosti na momentálním fyzio-
logickém stavu organismu, p�i�emž jsou tyto procesy �íze-
né vegetativním nervovým systémem na základ� podmín�-
ných a nepodmín�ných reflex�2. Sliny se podílejí 
na p�enosu chuti k chu�ovým pohárk�m, zvlh�ují dutinu 
ústní, št�pí sacharidy a tuky na jednodušší slou�eniny, 
mají antimikrobní, desinfek�ní a ochranné ú�inky3. 

Jednou z významných složek slin je laktoferin. Tento 
glykosylovaný protein o molekulové hmotnosti 80 kDa je 
složený z 692 aminokyselin4,5 a jeho isoelektrický bod (pI) 
byl stanoven na 8–8,5 (cit.6,7). Struktura laktoferinu je 
uspo�ádána do jednoduchého polypeptidového �et�zce 
strukturovaného do dvou domén (obr. 1, p�evzato 
z databáze Expasy). Ty jsou pak schopny vázat ionty kov�, 
nej�ast�ji Fe2+ nebo Fe3+, ale také i ionty Cu2+, Zn2+ a Mn2+ 

(cit.6,7). Výskyt tohoto proteinu byl zaznamenán v sekre-
tech n�kolika sliznic (mate�ském mléce, slzách, krevní 
plazm�, slinách, potu spermatu �i vaginálním výtoku)6. 
V organismu plní d�ležitou funkci v nespecifickém imu-
nitním systému díky jeho antimikrobní, fungicidní a anti-
virové aktivit�, která je podmín�ná schopností vázat kovo-
vé ionty, které v�tšina bakterií vyžaduje pro sv�j r�st8. 

Zvýšení hladiny laktoferinu v krvi je �asto spojené se zá-
n�tlivými procesy probíhajícími v organismu9. 

Ze vzorku lze laktoferin izolovat díky podstatn� odliš-
nému isoelektrickému bodu v porovnání s dalšími proteiny 
p�ítomnými ve vzorku pomocí iontov� vým�nné chroma-
tografie10–14. Další využívané metody pro izolaci a p�e�iš-
t�ní laktoferinu jsou enzymov� zna�ená imunoanalýza15, 
afinitní membránová chromatografie16 �i nov�ji pseudoafi-
nitní chromatografie17. Kvantitativní stanovení se nej�ast�-
ji provádí imunosepara�ními metodami, jako je enzymov� 
zna�ená imunoanalýza (ELISA)18–20, radioimunoanalýza 
(RIA)21,22, �i luminiscen�n� založená imunoanalýza (LSA)23. 
Pro tyto metody se limity detekce pohybují v rozmezí 
10 ng ml–1 – 0,2 mg ml–1.  Literatura se však také zmi�uje 
o stanovení laktoferinu vysoce ú�innou kapalinovou chro-
matografií s detektorem diodového pole (DAD) s limitem 
detekce 4,5 �g ml–1 (cit.24). Vzhledem k vhodnosti metod 
kapilární elektroforézy pro stanovení protein�25 byl lakto-
ferin studován i �ipovou gelovou elektroforézou26. Pro 
detekci laktoferinu jsou vzhledem k snadné možnosti mini-
aturizace detek�ního za�ízení27 do budoucna použitelné 
i amperometrické metody (limit detekce (LOD) 35 nM)28. 
Jako další elektrochemické metody vhodné pro stanovení 
protein� lze uvést Brdi�kovu reakci29 nebo chronopotenci-
ometrickou rozpoušt�cí analýzu, kde je možné pro protei-
ny �i enzymy dosáhnout výrazn� nízkých limit� detek-
ce30,31. 

V této práci byla provedena separace proteinu laktofe-
rinu z lidských slin za využití iontov� vým�nné kapalinové 
chromatografie s monolitickou kolonou a následn� byla 
optimalizována metoda offline fotometrického stanovení, 
kde byly porovnány parametry metody stanovení s b�žn� 
používanými metodami barvení protein� pomocí biureto-
vého �inidla, pyrogalové �erven� a Bradfordova �inidla32. 
Nejvhodn�jší metoda byla využita pro off-line stanovení 
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Obr. 1. 3D struktura lidského laktoferinu obsahujícího dva 
ionty Fe2+ vázané v každé z jeho dvou domén 
(zdroj:www.expasy.org) 
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laktoferinu v lidských slinách po p�e�išt�ní kapalinovou 
chromatografií. 

 
 

Experimentální �ást 
 
Chemikálie 
 

Laktoferin a ostatní chemikálie (Trizma base, HCl, 
NaCl, Etanol, H3PO4, ACS voda, Coomasie brilliant blue) 
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). 
Destilovaná voda byla p�ipravena v laborato�i na za�ízení 
AquaOsmotic 02 (AquaOsmotic, Tišnov, �eská republika) 
a následn� p�e�išt�na na za�ízení Millipore RG 
(MilliporeCorp., USA, 18 M	) na deionizovanou (MiliQ) 
vodu. 

 
Odb�r a p�íprava vzork� 

 
K experimentu bylo vybráno 9 zdravých osob ve v�ku 

23–28 let (7 žen a 2 muži) a 1 osoba trpící celiakií (vzorek 
�. 10, žena). Vzorky slin byly odebírány do odb�rových 
zkumavek Salivette (Sarstedt, N�mecko). P�iložená buni�i-
na byla žvýkána po dobu 2 min. Následovala centrifugace 
vzork� v Salivette zkumavce p�i 3000 rpm po dobu 5 min 
(Universal 320, Hettich Zentrifugen, N�mecko). Odebraný 
vzorek byl na�ed�n 1:1 s 25 mM Tris-HCl pufrem (pH  7) 
a p�efiltrován p�es mikrofiltr (microStar 0,45 �m CA, 

Costar Cambridge). Takto p�ipravený vzorek byl analyzo-
ván iontov� vým�nnou kapalinovou chromatografií s UV 
detekcí a separované frakce byly off-line fotometricky 
analyzovány automatickým spektrofotometrem. 

 
Iontov�-vým�nná kapalinová chromatografie s UV 
detekcí  

 
Systém kapalinového chromatografu Biologic Duo-

Flow (Biorad, USA) byl složen ze dvou chromatografic-
kých pump pro dopravu elu�ních pufr�, monolitické kolo-
ny s jedním CIM diskem, který byl modifikován -SO3

– 

funk�ními skupinami (Bia Separations, Slovinsko), dávko-
vacího ventilu s 2�l dávkovací smy�kou, UV-VIS detekto-
ru a automatického sb�ra�e frakcí (obr. 2A). Kapalina byla 
na CIM kolonu dopravována dv�ma pumpami za pomocí 
vysokotlakého gradientu. Výstup z kolony byl napojen na 
UV detektor, který sloužil pro úpravu nastavení sb�ru frak-
cí. Jako mobilní fáze I (MFI) byl použit 25 mM Tris-HCl 
pufr o pH 7, mobilní fáze II (MFII) byla tvo�ena 2M NaCl 
v MFI. Pr�tok mobilní fáze byl 4 ml min–1. Laktoferin byl 
eluován lineárn� se zvyšujícím gradientem NaCl:  0–6 ml 
(0 % II), 6 
 12 ml (100 % II), 12
16 ml (100 % II), 
16
17 ml, (0 % II), 17 
 21 ml (0 % II) (obr. 2B). De-
tektor byl nastaven na 280 nm (maximum p�i absorpci 
aromatických aminokyselin). Frakce laktoferinu o objemu 
1 ml byla sbírána v elu�ním objemu 10,62–11,62 ml auto-
matickým sb�ra�em frakcí (Biorad, USA). 

Obr. 2. (A) Schéma iontov� vým�nné kapalinová chromatografie využívající monolitickou CIM kolonu s UV detektorem a sb�ra-
�em frakcí. Kapalina byla na CIM kolonu dopravována dv�ma pumpami za pomocí vysokotlakého gradientu. Výstup z kolony byl napo-
jen na �ty�kanálový UV detektor, který sloužil pro úpravu nastavení sb�ru frakcí. Jako mobilní fáze I byl použit 25mM Tris-HCl (pH 7), 
mobilní fáze II se skládala z 2M NaCl v mobilní fázi A. Pr�tok mobilní fáze �inil 4 ml min–1 a detekce probíhala p�i 280 nm. (B) Znázor-
n�ní �asového pr�b�hu gradientu – koncentrace mobilní fáze B v závislosti na objemu  
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Polyakrylamidová gelová elektroforéza 
 
Vyseparované frakce laktoferinu byly analyzovány 

polyakrylamidovou gelovou elektroforézou v p�ítomnosti 
dodecylsulfátu sodného (SDS-PAGE). Pro studium lakto-
ferinu byl použit 7,5% separa�ní gel a koncentrace zaost-
�ovacího gelu byla 5 %. SDS-PAGE probíhala na aparatu-
�e Maxigel od firmy Biometra (N�mecko). Separace probí-
hala p�i nap�tí 150 V, dokud �elo protein� nedosáhlo dol-
ního konce gelu (~ 1 h). B�hem separace byl gel chlazen 
vodou. SDS-PAGE a detekce protein� st�íbrem byly pro-
vedeny podle klasických protokol�33. Gel byl inkubován 
1 hodinu v roztoku 1 (1,14 % kyseliny octové, 6,4 % me-
thanolu, 0,1 % formaldehydu) s následným propláchnutím 
3×15 min v roztoku 2 (methanol s MiliQ vodou v pom�ru 
1:1). Poté byl op�t inkubován 1 min v roztoku 3 (0,02 %  
thiosíranu sodného) a propláchnut 2×20 min destilovanou 
vodou. Následovala další inkubace 20 min v roztoku 4 
(0,02 % AgNO3, 0,076 % formaldehydu) a propláchnutí 
20 min destilovanou vodou. Na záv�r byl gel inkubován 
v roztoku 5 (6 % Na2CO3, 0,0004 %  Na2S2O3, 0,05 % 
formaldehydu) a byl pozorován vznik zbarvení. Po získání 
optimálního zabarvení (~ 3 min) byl gel ihned propláchnut 
2×2 min destilovanou vodou. Pro zafixování byl hotový 
gel inkubován v roztoku 6 (6,4 %  methanolu a 1,14 % 
kyseliny octové). 

 
Off-line fotometrická analýza 

 
Pro spektrofotometrické analýzy byl použit automa-

tický spektrofotometr BS-200 (Mindray, �ína), který se 

skládá z kyvetového prostoru (temperovaného na 37±0,1 °
C), reagen�ního prostoru s karuselem pro reagencie a p�í-
pravu vzork� (temperovaného na 4±1 °C) a optického 
detektoru34. Zdrojem sv�tla byla halogeno-wolframová 
žárovka. P�enos vzork� a reagencí zabezpe�ovalo robotic-
ké rameno s dávkovací jehlou (chyba dávkování do 1 % 
objemu). Kontaminace byla minimalizována díky propla-
chování jak dávkovací jehly, tak míchadla MilliQ vodou. 
Ke stanovení laktoferinu pyrogalovou �ervení bylo 
ke 200 �l �inidla (50 mM sukcinová kyselina, 3,47 mM 
benzoát sodný, 0,06 mM molybdenát sodný, 1,05 mM 
oxalát sodný a 0,07 mM pyrogalová �erve�)35–37 (Skalab-
kit, Svitavy �eská republika) p�idáno 4 �l vzorku. 
U metody dle Bradfordové38–40 bylo k 190 �l �inidla 
(0,01 % Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7 % ethanol, 
8,5 % kyselina fosfore�ná v destilované vod�) p�idáno 
10 �l vzorku41. Detekce u obou metod probíhala p�i 
578 nm a doba reakce byla 10 min. Pro stanovení protein� 
biuretovým �inidlem bylo do kyvety napipetováno 150 �l 
biuretového �inidla (100 mM vinan sodno-draselný, 
100 mM NaOH, 15 mM KI, 6 mM CuSO4) a následn� 3 �l 
vzorku. Po 10 min inkubace p�i 37 °C byla zm��ena absor-
bance p�i vlnové délce 546 nm. Obsah kyvet po nadávko-
vání vzorku byl ihned promíchán automatickým mícha-
dlem a analyzován. Typické záznamy v podob� kinetic-
kých k�ivek získaných z automatického fotometru BS-200 
znázor�ující �asov� závislé m��ení absorbance r�zných 
koncentrací laktoferinu jsou uvedeny na obr. 3. Absorban-
ce byla ode�ítána v �ase18 sekund, kde byla zaznamenána 
maximální absorbance pro všechny body kalibrace. 

 

Obr. 3. Kinetické k	ivky získané z automatického fotometru BS-200 znázor
ující �asové závislé m�	ení r�zných koncentrací lak-
toferinu metodou dle Bradfordové. Na obrázku je znázorn�na osmibodová kalibra�ní k�ivka v rozmezí 7,81 až 1000 �g ml–1  
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Výsledky a diskuse 
 
Pro separaci laktoferinu jsme využili kapalinový 

chromatograf, ke kterému byla p�ipojena monolitická ko-
lona. Tato kolona je díky své konstrukci šetrná ke struktu-
�e proteinu, nebo� lze separaci provád�t p�i vysokém pr�-
toku a p�itom p�i velmi nízkém tlaku, aniž by došlo 
k poškození struktury proteinu26,42. Strukturní zm�ny pro-
tein� v závislosti na tlaku v kolon� byly již v minulosti 
studovány43–45. Pro separaci byl využit postup, jehož para-
metry byly optimalizovány v práci42, p�i�emž byla prove-
dena optimalizace postupu pro izolaci laktoferinu ze slin, 
kdy jsme pozornost zam��ili na rychlost pr�toku mobilní 
fáze a koncentrace solí obsažených v elu�ním pufru, a dále 

jsme se zam��ili na výb�r nejvhodn�jší fotometrické detek-
ce. 

 
Off-line fotometrická detekce 

 
Nejprve jsme se zam��ili na výb�r vhodné off-line 

fotometrické detekce pomocí r�zných typ� barvení. Pro 
fotometrické stanovení koncentrace laktoferinu 
z izolovaných frakcí byly vybrány t�i metody, které se 
používají ke stanovení protein�, a to metoda s pyrogalovou 
�ervení35–37 , metoda dle Bradfordové38–40 a metoda 
s biuretovým �inidlem46. Ke zjišt�ní limitu detekce (3*S/N)47 
metod byla prom��ena 15 bodová kalibra�ní závislost lak-
toferinu v roztoku 2M NaCl v koncentra�ním rozmezí od 1 

Obr. 4. Graf závislosti absorbance na koncentraci laktoferinu v získaných frakcích pomocí iontov�-vým�nné kapalinové chroma-
tografie analyzovaných v off-line provedení pomocí (A) pyrogalové �erven�, (B) biuretového �inidla a (C) metody dle Bradfordové 
v koncentra�ním rozmezí 0,061–1000 μg ml–1. (D) Lineární �ást kalibra�ní k	ivky laktoferinu detegovaného metodou dle Bradfor-
dové od 0,2 do 62,5 μg ml–1  
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do 1000 �g ml–1. V p�ípad� metody využívající pyrogalo-
vou �erve� (obr. 4A) byla linearita R2 = 0,9899 
v koncentra�ním rozmezí 15–1000 �g ml–1 s limitem de-
tekce 1 �g ml–1 (RSD = 6 %, n = 3, tab. I). Linearita kalib-
ra�ní k�ivky biuretové metody (obr. 4B) byla R2 = 0,999 
v koncentra�ním rozmezí 62,5–1000 �g ml–1 . Limit detek-
ce 3S/N �inil 10 �g ml–1  (RSD = 5 %, n = 3, tab. I). Kalib-
race laktoferinu metodou dle Bradfordové (obr. 4C a D) 
vykazovala linearitu R2 = 0,9916 v koncentra�ním rozmezí 

1 do 62,5 �g ml–1. Limit detekce této metody (3 S/N byl 
0,01 �g ml–1 (RSD = 4 %, n = 3, tab. I). 

Z t�chto výsledk� jasn� vyplývá, že pro stanovení 
laktoferinu je nejvhodn�jší z pohledu limitu detekce meto-
da dle Bradfordové. Vzhledem k tomu, že v  publikova-
ných studiích byly nam��ené koncentrace laktoferinu 
ve slinách v rozmezí 10,54 �g ml–1 (cit.48) až 47 �g ml–1 

(cit.49), byla pro off-line detekci zvolena fotometrická me-
toda dle Bradfordové. Pro ov��ení detekce i v off-line pro-

Tabulka I 
Fotometrické stanovení protein� 

Metoda Rovnice regrese Lineární dynamický rozsah R2 LODa LOQb RSDc 
 [�g ml–1]  [�g ml–1] [�g ml–1] [%] 

Pyrogalová �erve� y = 0,0650x + 3,81 16–1000 0,990 1 3 6 
Biuretovo �inidlo y = 0,928x + 208 62,5–1000 0,999 10 30 5 
dle Bradfordové y = 2,03x + 8,46 0,1–62,5 0,992 0,01 0,03 4 

a Limit detekce, b limit kvantifikace, c relativní sm�rodatná odchylka 

Obr. 5. (A) Chromatografický záznam vzorku slin zdravého �lov�ka a standardu laktoferinu (200 �g ml–1). (B) Chromatografický 
záznam vzorku slin pacienta trpícího celiakií v proložení se standardem laktoferinu (200 �g ml–1) 
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vedení byla 15 bodová kalibra�ní závislost p�ipravena také 
v pufru, který je sou�ástí mobilní fáze A pro separaci lak-
toferinu, a kterým jsou sliny �ed�ny. Tato kalibra�ní �ada 
laktoferinu byla analyzována iontov� vým�nnou kapalino-
vou chromatografií s následnou fotometrickou detekcí 
izolovaných frakcí metodou dle Bradfordové. Zjišt�né 
hodnoty absorbance byly p�i porovnání stejné jako u kalib-
race laktoferinu p�ipraveného v prost�edí eluentu, tedy 
mobilní fáze B. V porovnání s ostatními autory (Adam 
a spol.42 100 �g ml–1, Yoshise a spol.20 100 �g ml–1, Sykes 
a spol.21 200 �g ml–1 a Drackova a spol.24 4,5 �g ml–1) 

vykazuje námi optimalizovaná metoda nižší limity detekce.  
 

Analýza reálných vzork� 
 
Návratnost 

Sliny jsou komplexem mnoha látek, které spolu mo-
hou interferovat a tím zkreslovat získané výsledky. Byla 
tedy studována návratnost stanovení laktoferinu metodou 
standardního p�ídavku o koncentraci 50 �g ml–1, kde ana-
lýza probíhala dle optimalizované metodiky. 
Z nam��ených hodnot byla vypo�ítána pr�m�rná návrat-
nost 53±5 % (n=3). Pomocí provedení gelové elektroforé-
zy metodou SDS-PAGE45,50 byla potvrzeno, že izolovaná 
frakce obsahovala pouze protein o molekulové hmotnosti 
80 kDa, která odpovídá laktoferinu. 

 
Analýza reálných vzork� slin 

P�ed izolací laktoferinu iontov�-vým�nnou kapalino-
vou chromatografií byly p�ipravené vzorky slin podrobeny 
fotometrické analýze metodou dle Bradfordové pro ur�ení 
celkové koncentrace protein�. Nam��ené absorbance byly 
p�epo�ítány pomocí následující kalibra�ní p�ímky (y = 

4,8658x + 7204,7) a zjišt�ná koncentrace se ve slinách 
pohybovala v rozmezí 490 až 860 �g ml–1. Stanovené kon-
centrace korespondují s literaturou, která udává celkové 
množství protein� ve slinách od 720 do 2450 �g ml–1 
(cit.51,52). Pro stanovení laktoferinu ze slin byly vzorky 
izolovány iontov� vým�nnou kapalinovou chromatografií. 
Optimalizované podmínky separace byly: pr�tok mobilní 
fáze 4 ml min–1 a koncentrace NaCl v mobilní fázi B pro 
vysolení proteinu z kolony 2 M. V elu�ním objemu 5,26–
6,26 ml byla sbírána frakce o objemu 1 ml. Chromatogra-
my laktoferinu ze vzorku slin pacienta a zdravého �lov�ka 
jsou uvedeny na obr. 5A a 5B. Odebrané frakce obsahující 
laktoferin byly následn� off-line fotometricky analyzovány 
metodou dle Bradfordové. Koncentrace laktoferinu se 
u studovaných zdravých lidí (muži a ženy ve v�ku 18 až 
23 let) po p�epo�tu na celkový obsah protein� (hodnoty 
jsou uvedené jako �g laktoferinu na mg celkových protei-
n�) pohybovala v rozmezí 32±2 až 100±3 �g mg–1 s pr�-
m�rným obsahem laktoferinu ve slinách 42±4 �g mg–1 
(n=3). V ostatních publikovaných studiích byly zjišt�ny 
koncentrace laktoferinu ve slinách v rozmezí 10,54 �g ml–1

(cit.48) až 47 �g ml–1 (cit.49), což odpovídá našim výsled-
k�m, které byly v rozmezí 20–35 �g ml–1 (tab. II). U oso-
by trpící celiakií (vzorek �. 10) byla zjišt�na 2,5× vyšší 
hladina laktoferinu než u pr�m�rných hodnot u zdravých 
jedinc� (tab. II). Vyšší hladinu laktoferinu u celiak� doklá-
dají i další studie53,54, kde byla zjišt�na vyšší koncentrace 
laktoferinu ve st�evní mukóze. U kontrol byl test na lakto-
ferin negativní. Vzhledem k tomu, že se u jedinc� trpící 
touto chorobou po styku nebo poz�ení lepku vytvá�í imu-
nitní reakce s následnou tvorbou zán�tu st�evní sliznice, 
m�že tento patologický stav vést ke zvýšené koncentraci 
laktoferinu v organismu55. 

Tabulka II 
Analýza vzork� slin 

Vzorek a c (proteiny) b c (laktoferin) c (laktoferin/celkové proteiny) c 
[μg ml–1] [μg ml–1] [μg/mg protein�] 

1 490 ±30 80 ±7 230 ± 20 
2 700 ±50 70 ±6 130 ± 10 
3 630 ±70 70 ±6 240 ± 20 
4 560 ±40 60 ±5 170 ± 10 
5 690 ±50 30 ±2 190 ± 20 
6 680 ±50 50 ±4 150 ± 10 
7 790 ±60 60 ±5 150 ± 10 
8 600 ±40 70 ±6 230 ± 20 
9 860 ±60 60 ±5 130 ± 10 
10 500 ±40 110 ±10 420 ± 30 

a Vzorky �. 1–9 byly odebrány (n = 3) od zdravých osob ve v�ku 23–28 let, vzorek 10 pochází od ženy (28) trpící celiakií, 
b celková koncentrace protein� byla stanovena pomocí fotometrické metody dle Bradfordové, c koncentrace laktoferinu se 
pohybovala v rozmezí 130±10 až 240±20 �g mg–1 s pr�m�rným obsahem laktoferinu ve slinách 170±10 �g mg–1(n=3) 
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Záv�r 
 
Metoda iontov� vým�nné kapalinové chromatografie 

s využitím monolitické kolony a následná off-line fotome-
trická detekce izolovaných frakcí s využitím metody dle 
Bradfordové je velmi vhodným a robustním postupem pro 
stanovení laktoferinu v lidských slinách. Kontrola izolova-
ného laktoferinu byla s pozitivním výsledkem provedena 
pomocí SDS-PAGE. Optimalizovanou metodou byla sta-
novena koncentrace laktoferinu u deseti zdravých subjek-
t�. Pr�m�rný obsah laktoferinu ve slinách zdravých osob 
byl 42±4 �g mg–1, u osoby trpící celiakií byla tato hodnota 
2,5� vyšší. Výsledky této práce ukazují, že spojením sepa-
ra�ní techniky využívající monolitickou kolonu a klasické 
fotometrické metody dle Bradfordové implementované do 
automatického analyzátoru je tento postup snadno pln� 
automatizovatelný a vhodný pro tyto typy studia. 

 
Tato práce byla financována z projektu CEITEC 

CZ.1.05/1.1.00/02.0068. 
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Lactoferrin, a globular glycoprotein, is an important 

component of saliva. It shows an antibacterial, anticancer-
ogenic and anti-inflammatory activity. The aim of this 
study was to develop a method of isolation of lactoferrin 
from human saliva using ion exchange chromatography in 
a monolithic column and spectrometric detection with 
Pyrogallol Red by the Bradford and biuret methods. The 
calibration curve for lactoferrin was linear in the range 
0.06–62.5 �g ml–1, limit of detection 0.01 �g ml–1. The 
lactoferin concentration in saliva of healthy subjects was 
42±4 �g mg–1. Patient with celiac disease showed 2.5�
times higher concentration of lactoferrin compared with 
healthy subjects.  


