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SaZetak

U dva istrazivacka razdoblja (prvi — u svibnju 2004., drugi — u lipnju
2004.) pracena je proizvodnja mlijeka, koncentracija kolesterola i aktivnost
gama-glutamil-transferaze (GGT) te glutation-peroksidaze (GPx) u krvi
simentalskih krava. Svrha je bila utvrditi povezanost izmedu proizvodnje
mlijeka i pojedinih pokazatelja u krvi, te njihovu mogucu primjenu kao
pokazatelja mlijecnosti. U istrazivanje je bilo ukljuceno 12 simentalskih krava
s obiteljskog gospodarstva na podrucju Zagrebacke Zupanije. Krave su iz
vilastitog uzgoja, podjednake starosti i stadija laktacije. Prosjecna proizvodnja
mlijeka kao i koncentracija ukupnog kolesterola u plazmi bila je znacajno
veca u svibnju u odnosu na lipanj (20,55 L/d u odnosu na 15,44 L/d, odnosno
4,55 mmol/L u odnosu na 3,96 mmol/L), dok je aktivnost GPx i GGT bila
znacajno niza u svibnju u odnosu na lipanj (GPx = 1 720,66 U/L u odnosu na
1 808 U/L; GGT = 20,11 U/L u odnosu na 23,22 U/L). Utvrdena je pozitivna
korelacija mlijecnosti i koncentracije ukupnog kolesterola u krvnoj plazmi
(r = 0,58, p < 0,05). Koncentracija ukupnog kolesterola u krvi simentalskih
krava mogla bi posluziti kao jedan od specificnih pokazatelja proizvodnih
mogucnosti, dok aktivnost navedenih enzima ukazuje na hranidbeni status
krava o kojemu ovisi proizvodnja mlijeka.

Kljucne rijeci: proizvodnja mlijeka, cinioci, enzimi, kolesterol,
simentalske krave

Uvod
Test metaboli¢kog profila (engl. metabolic profile test; MPT) ve¢ se duzi
niz godina primjenjuje na visokoproduktivnim mlije¢nim farmama kao
svrhovita metoda pradenja zdravlja i prevencije bolesti mlije¢nog stada
(Whitaker, 2000.). Prate se biokemijski pokazatelji iz krvi i mlijeka, najcesce
metaboliti, enzimi 1 mineralne tvari, kao i primjerene hematoloSke pretrage.
Kako bi rezultati MPT-a mogli biti ispravno tumaceni, neminovno je
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poznavati patoloSka odstupanja pojedinih pokazatelja, ali 1 fizioloski
uvjetovane varijacije. Istrazivanja ukazuju na promjene koncentracije krvnih
metabolita vezano uz kvalitetu 1 sastav obroka mlije¢nih krava (Loor i
Herbein, 2001.; Khanal i sur., 2002.; McNamara i sur., 2003.).
Klimatske prilike, odnosno temperaturne razlike, takoder mogu utjecati na
promjene pojedinih pokazatelja (Whitaker i sur., 2000.; Bouraoui i sur.,
2002.; Marenjak 1 sur., 2006.). Postoji 1 pretpostavka da se pojedini
pokazatelji iz krvi mogu koristiti u procjeni proizvodnih sposobnosti
mlijecnog stada.

U ovom radu je pra¢ena koncentracija ukupnog kolesterola i aktivnost
enzima gama-glutamil-transferaze (GGT) i glutation-peroksidaze (GPx) u
krvi, 1 njihova povezanost s prozvodnjom mlijeka u simentalskih krava.

Materijal i metode

Istrazivanje je provedeno na obiteljskom gospodarstvu koje se bavi
proizvodnjom mlijeka i uzgojem simentalskih krava. Prosje¢na godisSnja
proizvodnja mlijeka po kravi iznosila je 5 000 L, a mlijeko je svrstano u A
klasu. Za potrebe istrazivanja odabrano je 12 krava simentalske pasmine iz
vlastitog uzgoja, podjednakog proizvodnog ciklusa (od 70. do 100. dana
laktacije), starosti (4 - 5 godina) i tjelesne mase (600 - 650 kg). Krave su
drzane u klasi¢noj staji na vezu, bez mogucénosti ispusta. Hranidba i muznja
obavljana je dva puta dnevno, u 7 i 19 sati, a voda je kravama bila na
raspolaganju po volji. Sastav obroka i kemijski sastav krmiva prikazan je u
tablici 1. Na farmi je primjenjivana strojna muznja u sabirne muzne kante
(Westfalia, Njemacka).

Uzorci krvi uzimani su uvijek u isto vrijeme, 3 sata nakon hranjenja iz v.
jugularis u BD vakutajnere (LH 85 I.U.). Krv je transportirana na +4 °C i
neposredno po dolasku u laboratorij centrifugirana na 3000 x g kroz 10
minuta. Za odredivanje koncentracije ukupnog kolesterola i aktivnosti gama-
glutamil-transferaze (GGT) plazma je spremljena na -20 °C do analize
spektrofotometrom (Olympus AU 600, 1996, Japan) pomoc¢u komercijalnog
seta (Herbos Dijagnostika d.o.o., Sisak), dok je za mjerenje aktivnosti
glutation-peroksidaze (GPx) bila zamrznuta puna krv u kojoj je izmjerena
aktivnost navedenog enzima pomocu komercijalnog seta RANSEL
(«Randox», UK).

Statistickim modelom ANOVA-MANOVA (Statistica, 7.1, StatSoft,
USA, 1997-2004.) usporedivana je mlije¢nost i biokemijski pokazatelji u krvi
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istih simentalskih krava izmedu dva istrazivacka razdoblja. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + SD uz interval znacajnosti p < 0,05
1p <0,001. Za testiranje znacajnosti izmedu svih parova srednjih vrijednosti
koriSten je Wilks-lambda test.

Tablica 1: Sastav obroka i kemijski sastav krmiva

Table 1: Ingredients and chemical composition of the diet

. kg/dan u ST
Krmiva / Forage (ke /gdaily in DM)
Talijanski ljulj (zeleni) 12.67
Perennial ryegrass (fresh) ’
Smjesa za muzne krave . 799
Concentrate mixture for dairy cows ’
Kemijski sastav (%) / Chemical composition (%)

Suha tvar (ST) / Dry matter (DM) 22,81
Sirovi protein (SP) / Crude protein (CP) 15,26
RUP' % ST 4,04
RUP % SP 26,49
RDP’ % ST 11,22
Sirova mast / Raw fat 2,68
ADF’ 19,65
NDF* 37,98
NFC’ 35,78
Ca 0,91
P 0,60
Mg 0,47
ME?® (Mcal/kg) 2,32
NEL' (Mcal/kg) 1,58

* Smjesa za muzne krave: jeCam 25%; kukuruzno zrno 7,86%; repic¢ina sacma 5%; sojina sacma 16%;
kukuruzni gluten 13,6%; repini rezanci 9%; pSeni¢ne posije 15%; vapnenac 1,95%; fostat 1%; NaCl
0,9%; mineralni premiks 0,9%; magnezij oksid 1%; aroma 2,75%.

* Concentrate mixture: 25% barley; 7,86% corn grain; 5% rapeseed meal; 16% soymeal; 13,6% corn
gluten; 9% beet pulp; 15% wheat bran; 1,95% limestone; 1% phosphate; 0,9% sodium chloride;
0,9% minerale mixture; 1% magnesium oxide; 2,75% flavour.

'RUP - u buragu neprobavljive bjelangevine / rumen undegradible protein

RDP - u buragu probavljive bjelantevine / rumen degradible protein

’ADF - kisela detergentna vlaknina / acid detergent fiber

*NDF - neutralna detergentna vlaknina / neutral detergent fiber

NFC - nestrukturni ugljikohidrati / non-fiber carbohydrates

ME - metabolitka energija / metabolic energy

"NEL - neto energija laktacije / neto energy of lactation
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Rezultati

U tablici 2 sumarno su prikazani rezultati za prosjeénu proizvodnju
mlijeka, koncentraciju ukupnog kolesterola te aktivnosti enzima glutation-
peroksidaze (GPx) i gama-glutamil-transferaze (GGT) u krvi simentalskih
krava u pokusu. Proizvodnja mlijeka u svibnju kretala se od 16 - 26 L/d, au
lipnju od 9 - 22 L/d (tablica 2) Sto je znac¢ajno manje u odnosu na svibanj
(15,44 L/d u odnosu na 20,55 L/d; p <0,05; tablica 2). Koncentracija ukupnog
kolesterola pratila je ukupnu proizvodnju mlijeka te je bila znacajno veca u
svibnju (tablica 2). Nadalje, aktivnosti enzima znac¢ajno su porasle u drugom
istrazivackom razdoblju (slika 1). Prosjecna aktivnost GPx bila je 1 720,66
U/L u svibnju te 1 808 U/L u lipnju, dok je aktivnost GGT iznosila od 16 - 29
U/L u svibnju, odnosno od 18 - 33 U/L u lipnju s prosje¢nom vrijednos¢u od
20 U/L u svibnju te 23 U/L u lipnju (tablica 2). KoriStenim statistickim
modelom potvrden je znacajan utjecaj istrazivackog razdoblja na aktivnost
mjerenih enzima u krvi 1 na mlije¢nost (p < 0,001, slika 1). Ustanovljena je
znacajno pozitivna korelacija izmedu mlije¢nosti i ukupnog kolesterola u
krvnoj plazmi simentalskih krava (slika 3), dok aktivnost izmjerenih enzima
nije znacajnije korelirala s mlije¢noscu.

Tablica 2: Prosjecna mlijecnost, koncentracija ukupnog kolesterola i aktivnost
glutation-peroksidaze (GPx) i gama-glutamil-transferaze (GGT) u
plazmi simentalskih krava

Table 2: Average milk production, total cholesterol concentration and activity
of glutathion-peroxidase (GPx) and gamma-glutamyl-transferase
(GGT) in Simmental cows plasma

Period 1 (svibanj) 2 (lipanj)
Preiod 1(May) 2 (June)
Mlijecnost (L/d) *
Milk production (L/d) 20,55+ 3,43 15,44 £4,50
Ukupni kolesterol (mmol/L) "
Total cholesterol (mmol/L) 4,55+0.87 3,96+ 0,88
GPx (U/L) 1 720,66 + 1 040,14" 1 808 + 300,78
GGT (U/L) 20,11 + 4,62 23,22 + 4,97

'p<0,05
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Diskusija
Proizvodne karakteristike uzgojnih Zivotinja uvelike ovise o nasljednim
¢iniocima. Medutim, osim nasljednih Cinilaca, okoli$, nacin drzanja i hranidba
Zivotinja bitno utjecu na ispoljavanje nasljednih osobina. Prema Fikse i sur.
(2003.), ukoliko je genotip izlozen razli¢itim okoliSnim utjecajima, stvara

period; aritmeti¢ke sredine (LS Means)
Wilks lambda=,02285, F(4, 5)=53,458, p=,00027
a
25,0 )

245 =
24,0
23,5
23,0 .
22,5 >

22,0 >

21,5 o

21,0 =Z

20,5 -

20,0
19,5
19,0
18,5

GGT UL
\

period

2600

2400 s
2200
2000

1800 -—

o —=——=—=-=-- "=

GP x U/L

1600
1400

1200 b
1000

800

period

Slika 1: Aktivnost gama-glutamil-transferaze, GGT (a) i glutation-
peroksidaze, GPx (b) u krvnoj plazmi simentalskih krava

Figurel: Gamma-glutamyil-transferase (GGT) and glutathion-peroxidase
(GPx) activity in Simmental cows blood plasma
93



T. S. Marenjak i sur.: Kontrola mlijecnosti... Mijekarstvo 57 (2) 89-100, 2007.

(@)
Wilks lambda=,02285, F(4, 5)=53,458, p=,00027
26

241
221
20¢ *
18}

16+

Mlijecnost (L/d)

14}

12f

10

N
N F

period

(b)

54
521
50
4,8

441t
421
40t 1
38}
36}

Kolesterol mmol/L

3,2

period

Slika 2: Mlijecnost (a) i koncetracija ukupnog kolesterola u plazmi (b)
simentalskih krava u pokusu

Figure 2: Milk production (a) and total cholesterol concentration in
Simmental cows during the study

razlicite fenotipove, a kakav ¢e biti kranji rezultat ovisi od genotipa do
genotipa. Vrlo se Cesto, upravo pri izraCunu interakcije genotipa i1 okolisa,
koristi  prosje¢na proizvodnja mlijeka kao kontinuirana varijabla
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(Kirkpatrick i Heckman, 1989.). Treba napomenuti da temperaturni stres
cesto negativno utje¢e na proizvodnju mlijeka (Bouraoui i sur., 2002.). U
naSem je istraZivanju prosjecna proizvodnja mlijeka krava u svibnju iznosila
20 L dnevno, dok se u drugom istrazivackom razdoblju, u lipnju, smanjila za
gotovo pet litara (tablica 2). Ako uzmemo u obzir redosljed 1 stadij laktacije
mogli bismo zakljuciti da je proizvodnja mlijeka bila niza od prosjeka doti¢ne
pasmine (StoCarski selekcijski centar, 2004.).

Istrazivacko razdoblje utjecalo je na proizvodnju mlijeka kao na ostale
mjerene pokazatelje u krvi (A= 0,00022; F=53,46; p=0,00027, slika 1 i 2).
Uzmemo li u obzir hranidbenu vrijednost obroka, ona je bila dostatna za
proizvodnju mlijeka od 22 litre dnevno (NRC, 2001.) te bismo stoga mogli
pretpostaviti neke druge Cinioce koji su mogli dovesti do znatnog smanjenja
proizvodnje mlijeka u razmaku od mjesec dana. Klimatske prilike, odnosno
viSa temperatura okoliSa i veca relativna vlaznost zraka u lipnju, mogle su
dovesti do slabijih proizvodnih rezultata. Na viSoj temperaturi okolisa krave
manje jedu pa se umanjuje i mijena tvari, odnosno preusmjerava protok krvi u
periferna tkiva radi hladenja organizma i odrzavanja fizioloSke ravnoteze

Mlijeénost = 5,1315 + 3,0220 * Kolesterol
Korelacija: r = 0,57984

Mlije¢nost (L)

2,5 3,0 3,5 4,0 4.5 5,0 5,5 6,0
Kolesterol mmol/L

Slika 3: Koeficijent korelacije izmedu mlijecnosti i koncentracije ukupnog
kolesterola u plazmi simentalskih krava (p < 0,05)

Figure 3: Correlation coefficient of milk production and total cholesterol
concentration in Simmental cows plasma (p < 0,05)
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(McGuire et al., 1989.). Tijek laktacije takoder je mogao utjecati na
koli¢inu proizvedenog mlijeka jer su krave u drugom kontrolnom razdoblju
prosle vrh laktacije nakon kojeg je mogu¢ jaci pad proizvodnje mlijeka, a
vezano uz hranidbu i nacin upravljanja farmom (Uremovi¢ i sur., 2002.).

Nadalje, koncentracija ukupnog kolesterola u plazmi krava u oba
istrazivacka razdoblja, bila je viSa u odnosu na referentne vrijednosti koje
prikazuju Kaneko 1 sur. (1997.), sa znacajno veCom koncentracijom u
svibnju, dok je u lipnju zabiljezen pad, uz istovremeno smanjenu mlije¢nost
(slika 2). Prema istrazivanjima Williams 1 Stanko-a (1999.) koncentracija
ukupnog kolesterola u krvi krava hranjenih pretezno voluminoznim krmivom
krece se u prosjeku od 2,56 - 3,84 mmol/L, dok je razina ukupnog kolesterola
pri vrhu laktacije vrlo visoka i iznosi 7,68 mmol/L. Prema Herdt-u (2000.),
koncentracija ukupnog kolesterola u krvi mogla bi biti pokazatelj proizvodnih
sposobnosti krava, $to se podudara s rezultatima naSeg istraZivanja u kojemu
je mlijecnost pozitivno korelirala s kolesterolom u krvi (slika 3). Pozitivhu
korelaciju kolesterola i mlijecnosti utvrdili su i Chladek-a i sur. (2004.).
Veca sinteza kolesterola pri ve¢oj mlijeCnosti moze se objasniti pojaCanom
metabolickom aktivnos$éu jetre uz istovremeno pojacanu aktivnost mlije¢ne
zlijezde radi ishrane mladuncadi ali 1 podrzavanja graviditeta, Sto je
evolucijski 1 fizioloski fenomen. Lean i sur. (1992.) ustanovili su smanjenje
koncentracije ukupnog kolesterola u krvi tijekom povecane proizvodnje
mlijeka, ali uz istovremeni energetski nedostatak. Koncentracija kolesterola
bila je usko vezana uz unos suhe tvari. Za razliku od koncentracije ukupnog
kolesterola, aktivnost enzima GPx i GGT vrlo je slabo korelirala s mlije¢nos¢u
1 znaCajno je porasla u drugom istrazivackom razdoblju (slika 1). Aktivnost
enzima glutation peroksidaze indirektno upucuje na opskrbu selenom. Tako
najniza zadovoljavajuca granica aktivnosti nevedenog enzima iznosi 2 000
U/L, odnosno krave dobro opskrbljene selenom imaju aktivnost GPx iznad
10 000 U/L (Tasker 1 sur., 1987.). U naSem je istrazivanju, u oba kontrolna
perioda, aktivnost GPx bila niZza od navedenog minimuma, $to u nacelu moze
upucivati na nedostatnu opskrbu selenom 1 moguce posljedice koje iz toga
proizlaze. Istrazivanja Lacetera-a i sur. (1996., 1999.) ukazala su na ve¢u
proizvodnju mlijeka prezivaca ako je u obrok dodan selen, odnosno manju
pojavnost infekcija mlijecne Zlijezde.

Prema istrazivanju Ozturk 1 Gumuslu-a (2004.) aktivnost anti-
oksidativnih enzima se smanjuje uslijed temperaturnog stresa. U naSem
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istrazivanju aktivnost GPx znacajno je porasla u lipnju, kada se i smanjila
proizvodnja mlijeka, a klimatske prilike su bile nepovoljne s obzirom na
temperaturu 1 relativnu vlaznost zraka (Marenjak 1 sur., 2006.).
Istovremeno, utvrdeno je blago (no statisticki znacajno) poveéanje aktivnosti
GGT, koja prema Lee 1 sur. (2005.) moZe upucivati na umjereni oksidativni
stres, vezano uz pojacanu razgradnju glutationa, vrlo djelotvorne neenzimske
antioksidativne molekule. 1z istog razloga drzimo da je pojacana, premda jo$
uvijek nedostatna, aktivnost GPx u drugom istrazivackom razdoblju bila
vezana uz pojacano direktno uklanjanje slobodnih radikala. S obzirom da se
radilo o istim Zivotinjama, hranjenim i drzanim u istim uvjetima tijekom oba
istrazivacka razdoblja, mogli bismo pretpostaviti da je smanjena mlije¢nost
bila posljedica slabijeg unosa hrane pod utjecajem temperaturnog stresa.
Posljedi¢no tome, postoji moguénost da se energetski nedostatak podmirivao
mobilizacijom tjelesnih lipida te je doSlo do njihove pojacane pregradnje u
jetri. Prema Thameru i sur. (2005.) porast sadrZaja masti u jetri moze se
predvidjeti pojacanom aktivnos¢u GGT pri ¢emu dolazi do istovremene
smanjene osjetljivosti na inzulin. Smanjena koncentracija inzulina u krvi krava
potice lipolizu u masnom tkivu (Staples i sur., 1998.) Sto je dodatni poticaj
za pojacanu aktivnost GPx kako bi se otklonili slobodni radikali koji nastaju
peroksidacijom masnih kiselina.

Zakljucéci

Mjerenjem koncentracije ukupnog kolesterola u krvnoj plazmi
simentalskih krava mogli bismo predvidjeti genetsku predispoziciju za vecu
mlijecnost. Neophodno bi bilo istrazivanje prosiriti na veéi broj zivotinja, kroz
odredeno duze razdoblje i kontrolirane hranidbene uvjete, jer se moZze naslutiti
da se u simentalskih krava, osim sinteze veceg sadrzaja masti u mlijeku,
intezivnije odvija 1 sinteza sterola u jetri. Premda aktivnost enzima glutation-
peroksidaze 1 gama-glutamil-transferaze nije znacajnije korelirala s
proizvodnjom mlijeka, ne mozemo ih drzati vjerodostojnim pokazateljima
proizvodnih moguénosti krava. Njihova aktivnost u plazmi na indirektan naéin
ukazuje na odredene hranidbene nedostatke koji u konacnici utjeCu na
mlijecnost.
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MONITORING OF MILK PRODUCTION AND TOTAL
CHOLESTEROL CONCENTRATION, GAMMA-GLUTAMYL-
TRANSFERASE, AND GLUTATHIONE PEROXIDASE IN
SIMMENTAL COWS BLOOD

Summary

Milk production, total blood cholesterol concentration and activity of
gamma-glutamyl-transferase (GGT) and glutation peroxidase (GPx) in blood
of Simmental cows was monitored during two control periods (first control
period - May 2004, second control period - June 2004). The objective was to
determine a relationship between milk production and particular blood
parameters, and their possible implementation as an indicator of milk
production. Twelve Simmental cows from small-scale dairy farm in Zagreb
County were included in the study. Cows originated from the same herd and
were roughly of the same parity and stage of lactation. The average milk
production and total blood cholesterol concentration were significantly higher
in May then in June (20,55 L/d vs. 15,44 L/d; 4,55 mmol/L vs. 3,96 mmol/L,
respectively), whereas the GPx and GGT activity was significantly lower in
May in comparison with June (GPx=1720,66 U/L vs. GPx=1808 U/L, and
GGT = 20,11 U/L vs. 23,22 U/L, respectively). A positive correlation between
the milk production and the total blood cholesterol level was detected
(r=0,58). The total blood cholesterol concentration in the blood plasma might
have been one of the indicators of production performance in the Simmental
cows herd, whereas the activity of stated enzymes may specify the nutritional
status thereof the milk production depends on.

Key words: milk production, factors, enzymes, cholesterol,
Simmental cows
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