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B I O H E M I J S K I P O L I M O R F I Z A M P R O T E I N A M L E K A « 

U v o d 

Stalni nedos t a t ak i kr iza pro te ina u ljudskoj i shrani intenzivira l i su i s t ra 
živanja u svim oblas t ima pro te ina (1). Zahvaljujući n a p r e t k u metoda i t ehn ike 
ispi t ivanja pos t ignu ta su b ro jna otkrića u oblasti prote ina m e đ u kojima su n a r o 
čito značajna ona koja se odnose na biohemijski polimorfizam. Sami pro te in i 
mleka zbog izvesnih svojih osobina postali su mater i j a l ispi t ivanja bro jn ih 
is traživača i i zvan užeg mlekarskog interesa. U ovom č lanku želeli smo da 
iznesemo najnovi ja saznanja o biohemijskom polimorfizmu pro te ina mleka . 

Heterogenost i nomenklatura proteina mleka 

U poslednje dve decenije zahvaljujući nap re tku i p r imen i razn ih ana l i 
t ičkih metoda u t v r đ e n je vel iki broj različit ih prote ina u mleku. U tome je 
naroči to dopr ine la p r i m e n a elektroforeze. Na slici 1 p r ikazane su pozicije poje
dinih frakcija kaze ina i p ro te ina su ru tke koje se dobijaju elektroforezom n a 
škrobnom ili po l i ak r i l amidnom gelu. Ovom tehnikom se dobij a do 20 frakcija 
samo od kazeina. N a osnovu rezu l ta ta dobijenih razdvajanjem pojedinih p r o 
teina i nj ihovih frakci ja s pomoću elektroforeze izrađena je nova klasifikacija 
i nomenk la tu r a p ro te ina mleka . 

P r v u de ta l jnu n o m e n k l a t u r u pro te ina mleka dao je j edan komi te t za n o 
menk la tu ru , klasif ikaciju i metodologiju prote ina mleka Amer ičkog mleka r skog 
druš tva I960, a is ta j e dopunjena 1965 (2). U tabel i 1 p r ikazan i su osnovni e le
men t i te n o m e n k l a t u r e i klasifikacije pro te ina mleka. 

Kompleks alfa-kazeina. — To je frakcija kazeina koja sadrži alfa s - , k a p a -
i l ambda-kaze ine koji su ras tvor l j iv i u 6,6 M urei , a neras tvor l j iv i u 4,6 M ure i . 
U ovaj kompleks spadaju dve g rupe alfa-kazeina. J e d n u g r u p u sačinjavaju k o m 
ponente koje su osetl j ive n a Ca (alfa- s l , alfa s 2 - a l fa s 3 -kazein i sl.). D r u g u g r u p u 
sačinjavaju k o m p o n e n t e koje su neosetl j ive n a Ca (kapa, l ambda , a l fa 3 -kazein) . 

Alfa 3-kazeini p reds tav l ja ju frakciju kompleksa alfa-kazeina koja j e n e r a -
stvorlj iva u 0.40 M СаС1 2 p r i p H 7,0 n a 0—4° C. Ovoj frakcij i p r ipada ju gene t 
ske forme a l fa s l -kaze ina i d rug i koji su slični a l fa s -kazeinima. Alfa s -kaze in i se 
stabil iziraju s pomoću kapa-kaze ina prot iv precipitacije s kalci jem. 

Alfa s l-kazeini se t akođer stabil iziraju s pomoću kapa-kaze ina p ro t iv p r e 
cipitacije od ka lc i juma i preds tavl ja ju najveći deo od u k u p n o g a l fa s -kazeina . 
Ova frakcija pokazuje genetsk i polimorfizam. Do sada su u t v r đ e n e čet i r i ge 
ne tske forme ovoga kazeina. 

Grupa srodnih proteina alfa8-kazeina sastoji se od ostal ih kaze ina koj i su 
osetljivi na ka lc i jum kao što j e alfa 8 2- i alfa s 3 -kazeina. 
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SL 1 — Pozicije pojedinih frakcija proteina surutke i kazeina 
koje se dobijaju elektroforezom na škrobnom ili poliakril-

amiđnom gelu 
(Rad: Vujičić) 

Kapa -kazein je frakcija kompleksa a l fa-kazeina koja je ras tvor l j iva u 0.40 
M СаС1 2 p r i p H 7,0 na 0—4°C. To je j edan fosfogliko-protein. Kapa-kaze in sa
drži j edan gl ikomakropept id koji je veoma hidrof i lan i deluje kao zašt i tni ko -
loid u kazeinskom kompleksu. Pod delovanjem sirišnog enzima (renina) gl iko
makropep t id se čepa iz kompleksa i pre lazi u s u r u t k u kao rastvorlj iv, a kapa -
-kazein pre laz i u pa ra -kapa-kaze in koji se destabi l iz i ra u pr i sus tvu kalc i juma 
te se koagul iše s ostalim komponen t ama kazeinskog kompleksa . Kapa-kaze in 
je najsloženiji prote in mleka i pokazuje vel iku heterogenost . Sastoji se n a j 
manje od 7 frakcija od kojih su dve genetske forme. 

Beta-kazein je frakcija kazeina koja je ras tvor l j iva u 4,6 M ure i ali n e r a -
stvorl j iva u 3,3 M ure i p r i pH 4,6. Sa ka lc i jumom se taloži n a 35° C, ali ne i n a 
4°C. Do sada je poznato 7 genetskih forma. 

Gama-kazein je frakcija kazeina koja je ras tvor l j iva u 3,3 M urei , a n e r a -
stvorl j iva u 1,7 M urei p r i p H 4,7 uz doda tak amoni jum-sul fa ta . 

Lambda-kazem je do sada nedovoljno def in i rana frakcija kompleksa alfa-
-kazeina koja je rastvorl j iva u 0,40 Ca p r i 7,0 na 0—4°C. To je he te rogena frakcija 
s visokim sadržajem fosfora (1,2°/о) koja ne s tabi l iz i ra a l fa s -kazein prot iv p r e -
cipitacije s kalcijem. 



Frakcije belančevina mleka i neke njihove osobine 
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Proteini surutke sastoje se u prvom redu od beta- laktoglobul ina . Alfa-
a lbumin je d rug i p ro te in po količini u ovoj grupi . Zat im, u ovu g rupu spa-̂ -
daju a lbumini s e ruma (krvnog) euglobulin, Pseudoglobulin i g rupa slabo po 
znat ih proteoza i pep tona . 

Pored ovoga t r eba n a p o m e n u t i da se u mleku nalazi niz pro te ina u veoma 
mal im kol ič inama kao što su enzimi, tzv. »crveni protein« (laktolin) i p ro te in i 
(lipoproteini) adsorpcione m e m b r a n e masnih kapljica. 

G e n e t s k i p o l i m o r f i z a m p r o t e i n a mleka 

Značaj 
Polimorf izam p ro te ina ili pojava mul t i t ipnih moleku la rn ih forma jednog 

istog pro te ina ima duboke veze s nas leđivanjem budući da je i sama biosinteza 
pro te ina kont ro l i sana osnovnim genetskim element ima (nukleinskim kisel ina
ma). Genetske forme se javl ja ju kao posledica genetske kont ro le biohemijskih 
procesa u organizmu, a posebno biosinteze proteina. Veza između gena i p r o 
teina se pokazuje u funkcij i gena da kontrol i ra redosled (sekvencu) a m i n o -
kiselina u po l ipep t idnom lancu proteina. 

Genetski pol imorf izam je odraz genetske kontrole razl ika između ind iv idua 
u jednoj vrs t i . 



Poznavanje i izučavanje genetskih forma pro te ina mleka in te resan tno je za 
genet iku općenito a posebno za genet iku populaci ja . Za t im, za izučavanje p o 
rekla i s t r u k t u r e pojedinih rasa, razl ika između rasa kao i za p rak t i čnu p r i m e n u 
u t raženju mogućih veza između genetskog pol imorf izma pro te ina i p roduk t iv 
nih osobina individua. Izučavanje genetskih fo rma p ro te ina j e takođe in t e re 
santno općenito za biohemiju pro te ina tako da preds to je ponovna celokupna 
preispi t ivanja osobina prote ina n a bazi n j ihovih gene t sk ih forma. Najzad, ova 
pojava j e in te resan tna i s gledišta tehnologije. Npr . može se pre tpos tav i t i da b i 
genetske forme a l fa s l - i kapa-kazeina mogle i m a t i veze s do sada neobjašnjenim 
razl ikama u brzini koagulacije mleka sa siri lom. 

Postupak fenotipizacije proteina mleka 
Fenotipizacije pro te ina mleka se danas obavl ja ju isključivo elektroforezom, 

i to na dva načina: na škrobnom i n a po l iakr i l amidnom gelu. Oba pos tupka 

SI. 2 — Pozicije pojedinih frakcija kazeina koje su dobijene 
elektroforezom na 7°/o poliakrilamidnom gelu pri upotrebi 
pufera TRIS-borat-Na2EDTA sa 4,5 M ureom, pH 9,2 u = 0,8, 
240 V n toku 20 sati na 5°C. (Iz laboratorije za mlekarstvo 

Poljoprivrednog fakulteta, Novi Sad, 1967) 
(Rad: Vujičić) 



daju odlično razvi janje pojedinih frakcija kazeina i njegovih genetskih forma. 
P r i m e n a pol iakr i lamidnog gela ima tehničke prednost i . P r i m e n o m baznog pu-
fera TRIS-urea (pH 9,2; џ = 0,80) postiže se razdvajanje svih genetskih forma 
kazeina i p ro te ina su ru tke izuzev forma beta-kazeina [A] (A 1, A 2 , A 3 ) koje se 
mogu odredi t i samo p r i m e n o m kiselog pufera (pH 3,0). 

Na slici 2 p r ikazane su pozicije zone pojedinih genetskih forma kazeina koje 
se dobijaju e lektroforezom n a škrobnom ili pol iakr i lamidnom gelu. Genetske for
m e imaju osobinu da se razl iči tom brz inom kreću u elektroforeskom polju. For 
ma jednog istog pro te ina koja ima najveću pokret l j ivost označava se s A, a 
ostale s man jom pokret l j ivošću redosledom B, C itd. Pojedini lokusi za pojedine 
sis teme označavaju se kao za a l fa- laktoalbumin (La), beta- laktoglobul in (Lg), 
a l fa- s ] -kazein (a siCn), be ta -kaze in (ß Cn), kapa-kazein (KCn), a za pojedine 
alele koj ima odgovaraju određene genetske forme označavaju se kao L a A , L a B , 
LgA L g K , a s , C n S a S I CnB i t c L 

Osnovni podaci koji se dobijaju fenotipiziranjem izražavaju se vrednost ima 
frekvencije gena za pojedine genetske forme. Na taj nač in se dobijaju nepo-
srednje informaci je nego ako se vrše poređenja sirovih procena ta frekvencije 
fenotipa (procentua lne zastupl jenost i pojedinih forma jednog prote ina koja je 
nađena kod populacije). 

Genetske forme prote ina mleka 

U tabel i 2 p r ikazane su do sada o tkr ivene genetske forme pojedinih p ro 
teina mleka . 

Al fa s l -kaze in se jav l ja u četiri genetske forme. F o r m a A i D se veoma re tko 
susreću. Kod svih rasa se redovno nalaze forme B i C. F o r m a B u odnosu na C 
dominira kod zapadnoevropsk ih rasa, dok je obrnut i slučaj kod zebu. Neke 
hemijske razl ike između ovih forma da te su u tabeli 3 i 4. F o r m a D se razl ikuje 
od forme B po tome što je u njoj j edna aminokisel ina ser in zamenjena s p ro -
linom. 

Beta-kazein se pojavl juje u 7 forma. Fo rma A se pojavl juje u svih rasa i to 
redovno A 1 . Nešto man je je zas tupl jena forma B. Izvesne razl ike između poje
dinih forma p r ikazane su u tabel i 3 i 4. Fo rma D se razl ikuje od forme B po 
sadržaju lizina, h is t id ina i arginina . 

K a p a kaze in se pojavl juje u dvije forme. Kod većine rasa pre težno je zas tu
pl jena po frekvencij i forma A. Aminokisel inski sastav ovih forma je veoma 
sličan. U odnosu n a B forma A sadrži više jedan ostatak asparaginske kiseline 
i t reonina, dok forma B ima više j edan ostatak a lanina i izoleucina. 

Beta- lak toglobul in se javl ja u 4 forme od kojih A i B u svih rasa, a ostale 
dve forme su do sada rede u tv rđ ivane . Beta- laktoglobul in se sastoji od 162 
aminokisel ine u p ro te inskom lancu. Neke u tv rđene razl ike u sadržaju pojedinih 
aminokisel ina u pojedinih forma date su u tabel i 4. Razl ika u redosledu amino
kiselina kod A i B forme u t v r đ e n a je na poziciji 68 (valin u A, a a lan in u B), 
i na poziciji 120—122 (asparaginska kiselina u A, a glicin u B). 

Al fa - lak toa lbumin se pojavljuje u dve forme od koj ih forma A u svih rasa, 
a forma B samo kod zebu govečeta. Molekül alfa- laktoglobulin se sastoji od 123 
aminokisel ine u nizu. Obe forme su ident ične izuzev što j e jedino a rg in in u B 
zamenjen g lu t aminskom kisel inom u A formi. 

Gama-kaze in se pojavl juje u dve forme čija zastupl jenost i osobine su 
veoma malo ispi t ivane. 



Alfa si-kazein A retko 
B 1962 u svih rasa 
C u svih rasa 
D 1966 retko 

Beta-kazein [A] 1961 u svih rasa 
A 1 u većine rasa 
A 2 1966 u svih rasa 
A 3 retko 
B 1961 u većine rasa 

izuzev zebu 
Bz 1968 samo u zebu 
C 1961 retko 
D 1968 retko 

Gama-kazein A u svih rasa (?) 
B 1967 u većine rasa (?) 

Kapa-kazein A u svih rasa 
B 1964 u svih rasa 

Beta-laktoglobulin A 1955 u svih rasa 
B u svih rasa 
C 1962 retko 
D 1966 retko 

Alfa-laktoalbumin A samo u zebu 
B 1958 u svih rasa 

A 

"B 

А / в 
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SI. 3 —• Pozicije pojedinih genetskih forma kazeina koje se dobijaju elektro
forezom na poliakrilamidnom ili škrobnom gelu 

(Rad: Vujičić) 

Izvesni radovi , ali n e i svi, pokazal i su da postoji veza između pojave poje
dinih genetsk ih forma kod raznih s is tema kazeina. Naroči to je čvrs ta veza u t v r 
đena između gama- i beta-kazeina . Takođe , se pokazuje da postoji veza između 
a l fa s l -kaze ina i beta-kazeina. Za sada se samo pre tpos tav l ja da su genetski 
sistemi kazeina međusobno vezani i da su locirani n a is tom hromosomu. Može 

Genetske forme proteina mleka 

Protein Forma Jjgg* Pojava 



Količina azota i fosfora u pojedinim genetskim formama 
alfa si- i beta-kazeina 

Kazein P N P/N Atoma 

(%) (°/o) odnos P/mol 

AlfaBi A 1,01 15,10 0,0668 9,0 
B 1,01 15,34 0,0658 9,0 
C 1,01 15,18 0,0655 9,0 

Beta A 0,59 15,18 0,0389 4,8 
B 0,57 15,33 0,0372 4,6 
C 0,50 15,45 0,0324 4,0 

(prema T h o m p s o n-u i P e p p e r-u, 1964) 

Tabela 4 
Razlika u sadržaju nekih aminokiseiina kod genetskih forma 

proteina mleka (broj aminokiseiina u molu proteina) 

Aminokiseiina alfatii-kazem(1) beta-kazein ( 2 > beta-lakto-
globulin ( 3 ) 

A B C A A 1 A1 A 3 B C A B C 

Asparaginska 17 18 18 9 10 10 9 11 12 32 30 30 
Glutaminska 47 46 45 40 39 38 38 40 38 50 50 48 
Glicin 11 11 12 5 5 5 5 5 5 6 8 8 
Alanin 10 11 11 5 6 5 5 5 5 28 30 30 
Valin 12 13 14 19 19 18 18 19 18 20 18 18 
Histidin 6 6 6 6 5 5 5 6 6 4 4 6 
Leucin 17 20 20 21 21 21 21 21 21 — — — 
Prolin 21 20 20 34 35 34 36 33 (35) 34 — — — 
Lizin 18 17 17 11 11 11 11 11 12 — — — 
Fosfor j>' — — — 4,6 4,8 4,8 4,6 4,95 4,£ i — — — 
Molekulska • — — — 23,836 24,006 23,471 23,635 — 23,602 — — — 
težina 
C-terminalna Triptofan Valin Izoleucin 
N-terminalna Аг^ *inin Arginin Leucin 

(1) Gordon i sar. (4); (2) Peterson i sar. (5); (3) Kalan i sar. (6). 

se očekivati da će buduća ispi t ivanja uz zaista velike napore moći da t i više 
svetla o t im vezama, a naroči to o međusobn im vezama pol imorf izma p ro te ina 
mleka s d rug im pol imorfnim sis temima kao što su t ransfer in i s e ruma (krvnog) 
i k r v n e grupe . 

Tehnološki aspekti heterogenosti i polimorfizma proteina mleka 

Mada ima malo d i r ek tn ih ispi t ivanja ipak dosadašnje poznavanje f r ekven
cije pojedinih gene t sk ih forma i nj ihovih razl ika u hemi jsk im osobinama dopu
š ta n a m da p re tpos tav imo da b i te razl ike mogle u t ica t i n a n e k e tehnološke 
osobine m l e k a kao sirovine. Danas već možemo da govorimo o f e n o t i p u -



m l e k a kao jednom novom kva l i ta t ivnom pokazate l ju mleka . Izvesna ispit i
vanja koja su izveli S c h m i d t i K o o p s ( 7 ) pokazala su da toplotna s tabi l 
nost može da bude pod uticaj em kombinaci je nek ih genetskih forma prote ina . 

Ispi t ivanja su pokazala da je e lektroforetska pokret l j ivost različita kod 
istih frakcija prote ina mleka od raznih vrs ta . Ta osobina je prakt ično p r i m e -
njena za identifikaciju vrs te mleka kao što je mleko žene, krave , ovce i koze. 
Već 1% dodatog kravl jeg mleka kozijem, ili 2'% istog dodatog ovčijem može se 
sa sigurnošću da utvrdi , A s c h a f f e n b u r g (8), A s s e n a t (9). Takođe, čak 
i u zrelom siru može se u tv rd i t i vrs ta mleka od kojeg je isti izrađen. 
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K E M I J S K O - F I Z I Č K A I B A K T E R I O L O Š K A S V O J S T V A * 
M L I J E K A U P R A H U K A O P O K A Z A T E L J I N J E G O V E KVALITETE 

Kval i te ta mli jeka u p r a h u određena je njezinim kemijskim, fizičkim i 
bakter io loškim svojstvima. U našoj zemlji, mli jeko u p r a h u koje se stavlja u 
p rome t m o r a ispunjavat i u pogledu kva l i t e te uvje te koje propisuje Prav i ln ik 
o kva l i te t i i P rav i ln ik o bakter iološkim uv je t ima živežnih namirn ica u prometu . 
Po red ovoga, zahtevi na kval i te tu ml i jeka u p r a h u su veoma različiti i zavise 
o tome u koju svrhu je ono namijenjeno. Tako, ml i jeko u p r a h u namijenjeno 
rekonst i tuci j i mora imat i gotovo idea lnu topljivost, ono namijenjeno za p r e 
r a d u sladoleda pored topljivosti m o r a ima t i i dobru sposobnost bubrenja , za 
iz radu jogur ta mora imat i dobru sposobnost koagulaci je itd. Svi ovi zahtevi 
r ezu l t a t su kemijsko-fizičkih i bakter io loških svojs tava mli jeka u p r ahu . 

Imajući n a u m u navedene zaht jeve tržišta, naš labora tor i j p ra t io je pored 
r edovne kont ro le procesa proizvodnje i n e k e kemijsko-fizičke i bakter iološke 
pokazatel je , koji također u t iču na kva l i t e tu proizvoda. Kemijska ispi t ivanja 


