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SaZetak
Elektroforetskim razdvajanjem bjelancevina mlijeka u alkalnom skrob-
nom gelu identificirali smo genotip kapa kazeina za 117 krava sivosmede pas-
mine. Osim genetskih varijanata A i B, na kapa kazeinskom lokusu nasli smo
i varijantu C. Proucavali smo utjecaj genotipa kapa kazeina na koagulacijska
svojstva mlijeka, postotak bjelancéevina u mlijeku i postotak mljecne masti.
Utjecaj genotipa kapa kazeina bio je visoko signifikantan na c¢vrsto¢u grusa

(as). Izracunali smo regresione koeficijente koagulacionih svojstavar, Ky ias
za postotak proteina u mlijeku i postotak mljecne masti.

Uvod

Proteini mlijeka su zbog svoga gospodarskog znacaja veé dulje vrijeme
predmet intenzivnih istrazivanja, koja se bave ne samo njihovim kemijskim
sastavom nego i genetskim mehanizmima koji upravljaju njihovom sintezom.
Mlijeko je znacajan izvor proteina animalnog porijekla u ljudskoj prehrani.
Potrosnji konzumnog mlijeka postavljene su odredene granice i u vecini ev-
ropskih drzava ne moze se racunati sa znatnim povecanjem potrosnje. Sas-
vim je drugacija situacija s mlje¢nim proizvodima, prije svega s potrosnjom
sira. Stoga se sve CeS¢e postavljaju zahtjevi za prosudivanje kvalitete, i to ne
samo koli¢ine proteina u mlijeku nego i njihovih tehnoloskih svojstava. Za si-
rarsku industriju posebni znac¢aj ima koagulacijska sposobnost proteina mli-
jeka, koja moze bitno utjecati na gospodarski uc¢inak proizvodnje sira. Iz lite-
rature su poznate tvrdnje da je utjecaj genetskih varijanti pojedinih laktopro-
teina na koagulacijska svojstva signifikantan, pa uz primjenu nekih tehnolo-
gija, prije svega pri proizvodnji tvrdih sireva, moze iznositi ¢ak 8—10% ran-
dmana sira.

Proteini mlijeka su, zbog malog broja lokusa, koji utje¢u na njihovu sin-
tezu, ¢esto predmet genetskih istrazivanja, pa spadaju gotovo medu najbolje
proucene genske komplekse domacih Zivotinja. Sinteza kazeina, koji saCinja-
vaju 80% proteinske frakcije u mlijeku goveda pod kontrolom gena, koji zauzi-
ma regiju vjerojatno ve¢u od 100 kbp, 8to je, pri upotrebi danasnje metodike u
molekularnoj genetici razmjerno tesko savladivo podrudje. Klasiéne studije
vezanja gena (Grosclaude et al., 1978) i novija istraZivanja uz upotrebu in si-
tu hibridizacija ukazuju na pravilnost domisljaja da su sva Cetiri gena kazein-
skih frakcija (alfa,, —, alfa,,, beta— i kapa kazein) locirani na jednom kromo-
somu (Gupta, et al, 1982; Mercier, et al., 1985).

* Rad je iznesen na 0. jugoslavenskom Medunarodnom simpoziju »Suvremena proizvodnja i prerada mlijeka- u Po
rtoroZu, 1880.
Naslov originala na slovenskom: »Vpliv genetskih variant kapa kazeina na koagulacijske lastnosti mleka«
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Nazalost, do sada jo$ nije uspjelo pomoc¢u molekularnog kloniranja do-
kazati povezanost izmedu pojedinih kazeinskih lokusa, i na molekularnoj
razini (Bonsing, et. al,, 1987). Pored mozai¢ne strukture eukariontskih gena
(ekson/intron) dodatni je problem pri tom radu i opseznost nekodogenih regi-
ja medu pojedinim lokusima.

Za identifikaciju genetskih varijanata laktoproteina upotrebljavamo da-
nas na proteinskom nivou prije svega razlicite varijante elektroforetskih teh-
nika (ukljucujuéi polimorfizam restrikcijskih fragmenata genomi¢ne DNA),

Materijal i metode

U ispitivanje je bilo uklju¢eno 117 krava sivosmede pasmine, pri ¢emu
smo nastojali izabrati uzorak Zivotinje $to bolje izjednacen, s obzirom na sta-
rost, fazu laktacije i sezonski utjecaj.

Uzorke mlijeka smo prikupljali tijekom dva mjeseca za jutarnje muznje
na osam pogona. Uzorke smo ¢cuvali (4°C) i najkasnije u toku Cetiri sata u nji-
ma odredili koli¢inu proteina, kolicinu masti i pH vrijednost. Elektroforetku
analizu uzoraka obavili smo slijede¢eg dana, a do tada smo uzorke cuvali
(20°C).

Analiticke metode

Koli¢inu proteina i mljecne masti u uzorcima odredili smo pomo¢u in-
fracrvene spektroskopije aparatom Milko-Scan 104. Mjerenje pH obavili smo
digitalnim elektronskim pH-metrom sa staklenom elektrodom uz tofnost *+
0,01 jedinice. Koagulacijska svojstva mlijeka odredili smo Formografom (Foss
Electric & Co. 1980.). Neposredno prije analize zagrijali smo 10 ml uzorka do
35°C i dodali 200 ul 2,5 postotne otopine Hansenovog enzima. Pratili smo slije-
deée koagulacijske parametre:

— trajanje koagulacije (r);

— brzina nastajanja grusa (K,);

— konzistencija grusa (a;).

Elektroforetsko izdvajanje laktoproteina izveli smo na horizontalnoj
elektrofretskoj aparaturi vlastite izrade u alkalnom Skrobnom gelu (Aschaf -
fenburg et. al, 1968). Upotrebljavali smo boratni elektrodni pufer (0,3 MH;
BO;, 0,1 M NaOH). Uzorcima obranog mlijeka dodali smo 1,5% merkaptoeta-
nola. Elektorforeza je trajala 22 sata pri 200 V, 24 A i 4°C. Gel smo bojili 2—2,5
sata bojom Amido Black 10 B i Nigrozinom u 84% metanolu i 16% octenoj kise-
lini, a odbojili u etanolu, octenoj kiselini i vodi u odnosu 5:1 : 5.

Racunska obrada podataka bila je obavljena programskim paketom za
mije$ani model najmanjih kvadrata (LSMLMW). Upotrijebili smo dva statistic-
ka modela:

1Ynk = un + Fi — Gj + b, (pHk — pH) + by(Py — P) + by(P, — P)2 + ¢
gdje su:
Ynk = ovisne varijabler, Ky iag(n = 1, 2, 3)
un = srednja vrijednost varijablir, Kyiags(n =1, 2, 3)
Fi utjecaj i-toga pogonanar, Kyyiag, (i = 1, 2..8)
Gj utjecaj j-toga genotipa nar, Kyiag(j = 1, 2, 3, 4)

Il
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b, = linearni parcijalni regresijski koeficijent utjecajé, pH vrijednosti na r,
Koo i ag

b, = linearni regresijski koeficijent utjecaja % proteina na r, K, i a5

b, = kvadratni parcijalni regresijski koeficijent utjecaja % proteina na r,
Ko iag

C = suma u modelu neobjasnjenih utjecaja
IY¥Yn=un+Fi+Gj+c

Yn = zavisne varijable: % proteina i % masti (n = 1, 2)
un = prosjecne vrijednosti % proteina i % masti (n = 1,2)

Fi = utjecaj i-toga pogona na % proteina i % mlje¢ne masti (i = 1, 2, ... 8)
Gj = utjecaj j-toga genotipa na % proteina i % masti (j = 1, 2, 3, 4)
C = suma u modelu neobjasnjenih utjecaja

Signifikantnost LSQ konstanti pojedinih genetskih varijanata kapa ka-
zeina bila je testirana. Signifikantnost utjecaja konstanti i regresija testirane
su F-testom

Rezultati

Uzorke mlijeka po genotipu kapa kazeina razdijelili smo u ¢etiri skupi-
ne i usporedili ih s obzirom na koagulacijska svojstva, % proteina i % mlje¢ne
masti. Rezultati su prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1. Utjecaj genotipova kapa kazeina na koagulacijska svojstva, koli¢inu proteina
i postotak mljecne masti u uzorku
Table 1. Influence of kappa casein genotypes on coagulation properties, protein and fat
percentage in sample

N AA AB AC cC F P
82 9 18 10
X S X 5 X £ X 5
r(min) 1266 + 039 1279 + 1,10 1358 + 086 13,12 += 1,09 042 0,74
Ky(min) 1843 + 065 20,40 + 184 21,07 + 146 19,92 + 169 154 021
ax(mm) 40,90 + 1,23 27,23 + 346 3181 + 276 37,14 + 319 837 0,0001
%prot. 3,40 + 004 339 + 012 331 + 008 326 + 011 060 0,62
% masti 2,61 * 041 298 + 043 281 + 023 266 + 038 048 0,70

Za svojstvar, K, i a5, izracunali smo regresije prema postotku kazeina u
mlijeku. Regresione krivulje prikazane su na Slici 1.
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Slika 1. Regresijske krivulje za svojstva r, K, i a,, u ovisnosti o0 % proteina u mlijeku P za
pojedina svojstva je: P, = 0,0410, Py, = 0,0918, P, = 0,0431

Fig. 1. Regression curves for r, K, and a,, depending on milk protein percentage. P va-
lues for r, K, and a,, are 0.0410, 0.0918 and 0.0431 respectively

- Diskusija

Osim genetskih varijanti A i B na kapa kazeinskom lokusu u nasem ek-
sperimentu nasli smo i genetsku varijantu C za koju je karakteristicna veéa
elektroforetska mobilnost, nego za varijantu A. Osim tih triju varijanata u ne-
kim su populacijama prisutné i varijanta D, koja bi mogla biti identi¢na s va-
rijantom C, te varijanta E (Seibert, et. al, et. al., 1987; Erhardt, 1989.). Za-
nimljivo je da se varijante C i E medusobno isklju¢uju i do sada jos nisu bile
dokazane u istoj populaciji. Na osnovi toga, u literaturi je bila predlagana
podjela goveda u dvije skupine: pasmine koje imaju kapa kazein tipa A, B, C i
pasmine koje imaju kapa kazein tipa A, B, E. Prisustvo varijante C potvrdenc
je i u talijanskim populacijama sivosmedeg i tirolskog sivog goveda (Dista -
sio et. al., 1979), te u njemackim populacijama smedeg i svijetlo sarenog gove-
da.(Seibert, et.al, 1887; Erhardt, 1989.). U nasem eksperimentu je frekven-
cija genotfipa kapa kazeina CC iznenadujuc¢e visoka (0,085), a takoder i frek-
vencija genotipa kapa kazeina AA (0,0701), koja se priblizava ocjenama frek-
vencije toga genotipa u populacijama crno-bijelog goveda, navedenima u lite-
raturi (Erhardt, 1989). Na osnovi identifikacijskih genotipova kapa kazeina
mozZemo uvrstiti proucavanu populaciju smedeg goveda u skupinu pasmina
goveda s A, B, C tipom kapa kazeina.
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Signifikantne razlike smo ustanovili za svojstva a;, medu genotipovima
AA i AB, AA i Acte Aci CC. Ti podaci predstavljaju po¢etnu informaciju o ut-
jecaju genetske varijante kapa kazeina C na koagulacijska svojstva mlijeka.
Zanimljiv je i.utjecaj koliCine proteina na ¢vrstoéu grusa (ay). Znacajan je bio
utjecaj pogona na sva ispitivana svojstva, kojega mozemo razluc¢iti na utjecaj
prehrane (prije svega utjecaj na koli¢inu citrata, Ca i P te posredno na prou-
¢avana svojstva) i zdravstveno stanje (latentni mastitis) i s njim povezanom
ravnotezom minerala i degradacijom proteina. Utjecaj pH vrijednosti na koa-
gulacijska svojstva je ve¢ dulje vremena poznat i bio je oCekivan. Slabiji rezul-
tati za koagulacijska svojstva genotipa AB, koji su po literaturnim podacima
morali biti povoljniji od genetskog tipa AA, vjetojatno su posljedica djelovanja
drugih laktoproteinskih lokusa, koje u ovom eksperimentu nismo identifici-
rali, pa njihov utjecaj ne mozemo ocijeniti. Na osnovi analize mozemo zaklju-
¢iti da je utjecaj kapa kazeinskog lokusa na koagulacijska svojstva prisutan,
ali nije tako velik da bi prekrio sve ostale genetske ambijetalne utjecaje na ta
svojstva.

INFLUENCE OF GENETIC VARIANTS OF KAPPA CASEIN ON
RHEOLOGICAL MILK PROPERTIES

Summary

Kappa casein genotypes were identified for 117 Brown cows using alka-
line starch gel electrophoresis. In addition to genetic variants A and B the
third variant C was found on the kappa casein locus. The influence of kappa
casein genotype on coagulation properties of milk, and protein and fat per-
centage was studied. The influence of kappa casein genotype on curd fir-
mmness (ay) was highly significant. The regression coefficients for the proper-
ties r, Ky, and ag, on protein and fat percentage in milk were calculated.
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