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Celem badan bylo okreslenie zwiazku polimorfizmu B-laktoglobuliny (B-LG) ze skladem
mleka i profilem kwaséw tluszczowych. Badania prowadzono na 30 maciorkach rasy wrzo-
sowka w wieku 3-4 lat, od ktorych w 4. tygodniu laktacji pobrano proby mleka. Szczegélowa
analiza bialek mleka pozwolila okresli¢ warianty B-LG. Stwierdzono obecnos$¢ trzech geno-
typow B-LG (AA, AB, BB). Frekwencja allelu B byla dwukrotnie wigksza niz allelu A. Ma-
ciorki o genotypie BB produkowaly mleko o wigkszej zawartosci kazeiny (P<0,05) i laktozy
(P<0,01). Mleko maciorek o genotypie BB i AB charakteryzowalo si¢ wieksza (P<0,05) zawar-
toScia kwasow jednonienasyconych (MUFA). Genotyp AB B-LG byl zwiazany z najwiekszym
udzialem wielonienasyconych kwaséw thuszczowych ogolem i PUFA n-3, chociaz najwieksza
zawarto$¢ kwasow dlugolancuchowych (LCFA), w tym C18:0 i C18:1 cis9 stwierdzono w
mleku maciorek o genotypie BB. Nie okreslono jednoznacznego zwigzku badanych kwasow
tluszczowych z wariantem genetycznym p-laktoglobuliny.

SEOWA KLUCZOWE: mleko / owce / B-laktoglobulina / kwasy tluszczowe

Beta-laktoglobulina (B-LG) jest gtownym biatkiem serwatkowym mleka przezuwaczy.
Bialko to jest obecne rowniez w mleku wielu gatunkow ssakow, natomiast nie wystepuje
w mleku ludzkim [9]. Badania prowadzone na réznych gatunkach zwierzat gospodarskich
wykazaty, iz jest to bialko polimorficzne. Polimorfizm B-LG u owiec warunkowany jest
przez 3 allele: A, B i C, z ktorych dwa pierwsze wystepuja powszechnie, natomiast ostatni
tylko u nielicznych ras. Ich obecno$¢ spowodowana jest mutacja zmieniajaca sekwen-
cj¢ nukleotydow danego genu, co w konsekwencji wplywa na sekwencj¢ aminokwasow
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w biatku. W wyniku zastagpienia w wariancie A w pozycji 20 Tyr przez His uzyskuje si¢
wariant B, natomiast w pozycji 148 Gln przez Arg — wariant C [10].

B-laktoglobulina petni istotng role¢ w przekazywaniu noworodkowi biernej odpornosci
oraz reguluje metabolizm fosforu w gruczole mlekowym. Jest takze zrodlem cysteiny, ktdra
bierze udziat w powstawaniu glutationu [5]. Ponadto, biatko to moze by¢ no$nikiem retinolu,
jak rowniez trojglicerydow, kwasow ttuszczowych, witaminy D oraz cholesterolu [8]. Wia-
zac wolne kwasy ttuszczowe B-LG sprzyja takze tatwiejszemu trawieniu ttuszczu mleka.

U zwierzat przezuwajacych uzytkowanych mlecznie przedmiotem wielu badan byt
zwigzek wariantow genetycznych B-LG ze sktadem i wlasciwosciami technologicznymi
mleka. Dostegpne w literaturze wyniki badan dotyczace wptywu wariantéw tego biatka na
cechy mleka owczego, ktore pozostaja w mniejszosci w poréwnaniu do mleka krowiego,
sa rozbiezne. Jedni autorzy potwierdzaja wptyw wariantow B-LG na sktad mleka[1, 4, 11],
inni natomiast wskazujg na ich zwigzek tylko z poziomem jego produkcji [12, 14]. O ile
zwigzek wariantow B-laktoglobuliny z wydajno$cia mleka czy jego sktadem chemicznym,
w tym frakcji bialkowej, byt przedmiotem licznych badan, o tyle wptyw polimorfizmu
tego biatka na zawartos¢ kwasow thuszczowych jest zagadnieniem mato zbadanym.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena zwigzku polimorfizmu B-laktoglobuliny ze
sktadem mleka i profilem kwasow tluszczowych w jego frakcji thuszczowe;.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 30 maciorkach rasy wrzoséwka, pochodzacych z Rolni-
czego Zaktadu Doswiadczalnego w Zelaznej. Maciorki zywiono zgodnie z normami dla
maciorek karmigcych. Podstawowa pasz¢ stanowita mieszanka tresciwa oraz siano lako-
we. Dodatkowo maciorki otrzymywaly stome i mieszanke mineralno-witaminowa. Sktad
chemiczny i warto$¢ pokarmowa podstawowych pasz podano w tabeli 1.

Tabela 1 — Table 1
Sktad chemiczny i warto$¢ pokarmowa pasz

Chemical composition and nutritional value of fodder

Wyszczegodlnienie Sruta zbozowa Siano fakowe
Specification Cereal meal Grass hay
S s 0
Crude poten (%) s 5
Eiher xtrat (o) L7 b
imgrors 00
UFLAg DA 100 "
PDLke DA © 68

JPM — jednostka produkcji mleka; BTJ — biatko trawione w jelicie cienkim
UFL — feed unit for milk production; PDI — protein digestible in the small intestine
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Proby mleka pobrano w 4. tygodniu laktacji od maciorek w wieku 3-4 lat. Maciorki
dojono recznie, po uprzednim odigczeniu jagniat na okres 2 godzin. Z udojonego mleka
pobierano 100 ml proby, ktére poshuzyty do okreslenia sktadu chemicznego mleka oraz
zawartosci kazeiny, bialek serwatkowych i kwasow thuszczowych.

Procentowg zawarto§¢ podstawowych sktadnikow mleka, takich jak: biatko, thuszcz,
laktoza, sucha masa oraz zawarto$¢ kazeiny, oznaczono na aparacie Milkoscan FT firmy
Foss Electric, metoda spektrofotometrii w podczerwieni.

Biatka serwatkowe oznaczono wykorzystujac chromatograf cieczowy firmy Agilent
1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) wyposazony w detektor UV-VIS ze
zmienng dlugoscig fali i kolumng Supelcosil LC-318 (Sigma-Aldrich), wedlug metody-
ki opisanej przez Puppel i wsp. [16]. Przy oznaczaniu gldwnych biatek serwatkowych
wykorzystano nastepujace eluenty: roztwor A — mieszanina 0,1% kwasu TFA (Merck) w
acetonitrylu z woda (5:95), roztwor B — mieszanina acetonitrylu z woda (95:5). Przeptyw
faz: 1,0 ml/min, detekcja UV przy dlugosci fali 220 nm.

Ekstrakcje thuszczu mleka przeprowadzono metoda Rose-Gotlieba, wedtug AOAC [2].
Do rozdziatu i analizy iloSciowej estrow metylowych kwaséw thuszczowych wykorzy-
stano chromatografi¢ gazowa w ukladzie gaz-ciecz, stosujac chromatograf gazowy firmy
Hawlet Packard 5890, wyposazony w detektor ptomieniowo-jonizujacy FID i kolumng
DD 23 (dtugo$¢ 60 m, srednica wewngtrzna 0,25 mm, grubos¢ filmu 0,25 um). Stosowano
nastgpujace warunki rozdziatu kwasow tluszczowych: gaz nosny (hel) 20 cm/s; temp. de-
tektora 240°C; temp. dozownika 220°C; split 1:40.

Rozdzial przeprowadzono w programowanej temperaturze: temp. poczatkowa 130°C/
min; przyrost temp. od 130 do 210°C w tempie 10°C/min; izoterma 210°C przez 25 min;
przyrost temp. od 210 do 230°C w tempie 2,5°C/min; izoterma 230°C przez 18 min. Iden-
tyfikacje 1 analize ilo$§ciowg kwasdéw ttuszczowych przeprowadzono wykorzystujac wzor-
ce firmy Sigma i Supelco.

Wptyw wariantu -laktoglobuliny na sktadniki mleka i zawartos¢ kwasow ttuszczo-
wych oszacowano przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji SPSS, 2003. Staty-
styczng ocen¢ rdznic pomigdzy wariantami -LG wykonano przy uzyciu testu Duncana.
Czestotliwos¢ wystgpowania genotypoéw [-laktoglobuliny u badanych maciorek spraw-
dzono za pomoca testu 2.

Wyniki i dyskusja

Szczegotowa analiza bialek mleka pozwolita na okreslenie wariantdéw genetycznych
B-laktoglobuliny. U maciorek rasy wrzosowka stwierdzono obecno$¢ trzech genotypow
B-LG (AA, AB, BB). Ponad potowa osobnikow w badanej probie posiadata genotyp AB,
40% genotyp BB, natomiast najmniej byto osobnikdéw z genotypem AA. Frekwencja allelu
B byta dwukrotnie wigeksza niz allelu A. Warto$¢ testu 2 okazata sie nieistotna statystycz-
nie (tab. 2).

Najwickszy udziat genotypu AB B-laktoglobuliny zarejestrowali w swoich badaniach:
Piwczynski 1 wsp. [15] u mieszancéw merynosa polskiego po trykach ras plennych,
Mroczkowski i wsp. [11] u merynosa polskiego oraz Celik i Ozdemir [3] u owiec awassi i
morkaraman. W przypadku owiec awassi i morkaraman stwierdzono rowniez duzy udziat
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Tabela 2 — Table 2
Rozktad genotypow B-laktoglobuliny i frekwencji alleli u badanych maciorek

The distribution of B-lactoglobulin genotypes and allele frequencies in the ewes

Frekwencja genotypow Frekwencja alleli
Genotype frequency Allele frequency
AA AB BB 1 A B
Liczba obserwowanych 5 16 %
Number observed
Liczb i h 1,27 0,33 0,67
iczba oczekiwanyc 33 132 13.5

Number expected

osobnikdw o genotypie AA, a frekwencja allelu A byta znacznie wigksza niz B, odwrotnie
niz u badanych owiec rasy wrzoséwka. W badaniach Kawgckiej i Radko [7] nad polimor-
fizmem genetycznym B-LG polskiej owcy gorskiej i fryzyjskiej, uzyskano przewage osob-
nikow heterozygotycznych, o genotypie AB. Ponadto w populacji polskiej owcy gorskiej
genotypy AA i BB wystepowaly z takg sama czestotliwoscia, a u owcey fryzyjskiej wiecej
byto osobnikdéw o genotypie AA niz BB.

Badajac wptyw wariantow genetycznych B-laktoglobuliny na sktadniki mleka stwier-
dzono, iz maciorki o genotypie BB produkowatly mleko o wigkszej zawartosci kazeiny
(P<0,05), laktozy (P<0,01) oraz bialka ogétem, chociaz w przypadku tego ostatniego
sktadnika réznice byly nicistotne statystycznie (tab. 3). Nie potwierdzajg tego badania
Dario i wsp. [4] nad rasg alamurana, wskazujace na korzystny wptyw wariantu AB B-LG

Tabela 3 — Table 3
Wplyw wariantu B-laktoglobuliny na sktadniki mleka

The effect of B-lactoglobulin variant on milk composition

Skladniki mleka AA AB BB

Milk composition LSM SE LSM SE LSM SE

Thuszez (%)

Fat (%) 9,58 0,96 8,74 0,34 9,1 0,39
Bialko (%)

Protein (%) 4,98 025 4,82 0,09 5,11 0,1

Kazeina (%) . .

Casein (%) 4,44 0,14 4,36 0,05 4,58 0,06
Laktoza (%) B . .

Lactose (%) 481 0,09 5,12 0,03 5,24 0,04
Sucha masa (%)

Dry matter (%) 20,45 0.85 19,82 03 20,32 035
Laktoferyna (g/1)

Lactofferin (/1) 021 0,14 03 0,05 0,26 0,06
a-laktoabumina (g/1 236 0.39 233 0,14 25 0,16
a-lactoalbumin (g/1)

B-laktoglobulina (g/1) 7,21 1,05 6,75 0,37 7,81 0,43

B-lactoglobulin (g/1)

Warto$ci w tym samym wierszu oznaczone tymi samymi literami roznig si¢ istotnie: duze litery P<0,01; mate litery P<0,05
Values in the same row designated with the same letter differ significantly at: capital letters P<0.01; lower-case letters P<0.05
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na zawarto$¢ biatka, kazeiny oraz laktozy. Podobnie jak w prezentowanych badaniach
wlasnych, wigksza zawartos$¢ biatka w mleku merynosa polskiego u osobnikow o genoty-
pie BB uzyskali Mroczkowski i wsp. [11]. Badania prowadzone na r6znych rasach owiec
uzytkowanych mlecznie w rejonie Basenu Morza Srodziemnego, dotyczace wpltywu wa-
riantéw P-laktoglobuliny na sktadniki mleka nie dawaty jednoznacznych wynikow, na co
wskazali w swoim przegladowym artykule Amigo i wsp. [1].

Analizujac wplyw wariantow -LG na profil kwasow tluszczowych, co byto gtownym
przedmiotem niniejszych badan, stwierdzono, ze maciorki o genotypie BB i AB produko-
waty mleko o wigkszej (P<0,05) zawartosci jednonienasyconych kwasow thuszczowych
(MUFA), niz maciorki o genotypie AA. Genotyp AB B-LG byt zwigzany z najwigkszym
udziatem wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA) 1 PUFA r-3, chociaz rdznice
statystyczne odnotowano tylko w poréwnaniu z genotypem AA. Z kolei mleko maciorek o
genotypie AA i AB charakteryzowato si¢ wieksza (P<0,05) zawarto$ciag kwasow dtugotan-
cuchowych (LCFA) niz mleko maciorek o genotypie AA (tab. 4).

Tabela 4 — Table 4
Wplyw wariantow f-laktoglobuliny na zawarto$¢ grup kwasow ttuszczowych (g/100 g tluszczu)

The effect of B-lactoglobulin variant on the content of fatty acid groups (g/100 g fat)

Wyszczegolnienie AA AB BB

Specification LSM SE LSM SE LSM SE
SFA 52,44 521 55,79 2,61 58,97 3,30
MUFA 28,53 3,38 36,99 1,69 39,520 2,14
PUFA 3,540 0,78 5,350 0,39 451 0,49
PUFA -3 0,79° 0,13 1,12¢ 0,06 0,96 0,08
PUFA -6 2,34 0,66 3,70 0,33 3,03 0,42
LCFA 39,48 4,36 49,95¢ 2,18 53,820 2,76

SFA — suma nasyconych kwasow thuszczowych; MUFA — suma jednonienasyconych kwasow tluszczowych; PUFA — su-
ma wielonienasyconych kwasow ttuszczowych; LCFA — suma dlugotancuchowych kwasow ttuszczowych

Warto$ci w tym samym wierszu oznaczone tymi samymi literami roznig si¢ istotnie: duze litery P<0,01; mate litery P <0,05
SFA — saturated fatty acids; MUFA — monounsaturated fatty acids; PUFA — polyunsaturated fatty acids; LCFA — long
chain fatty acids

Values in the same row designated with the same letter differ significantly at: capital letters P<0.01; lower-case letters P<0.05

Sposrdd tej grupy kwasow najwigksza zawarto$¢ kwasu stearynowego C18:0 i oleino-
wego C18:1 cis9 stwierdzono w mleku maciorek o genotypie BB, a zawartos¢ izomeru
kwasu linolenowego C18:2 cis9, trans11 byta pozytywnie zwigzana zarowno z wariantem
AB, jak i BB B-laktoglobuliny (tab. 5).

W badaniach Mele i wsp. [9] nad zwigzkiem wariantow B-LG z profilem kwasow thusz-
czowych w mleku owiec wtoskiej rasy massese, stwierdzono najwigkszy udziat MUFA,
LCFA i kwasoéw C18:1 trans u osobnikow o genotypie AB, natomiast polimorfizm -lakto-
globuliny nie miat wplywu na zawarto§¢ PUFA. W tych samych badaniach wigkszy udziat
C18:0, C18:2 i C18:2 cis9, trans11 stwierdzono w mleku owiec o genotypie AB [-lakto-
globuliny. W niniejszych badaniach genotypem wykazujacym najwigkszy zwiazek z zawar-
toscia w thuszczu mleka LCFA oraz kwasow tluszczowych z tej grupy byt genotyp BB.
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Tabela S — Table 5
Wplyw wariantow [3-laktoglobuliny na zawarto$¢ dhugotancuchowych kwasow thuszczowych (g/100 g ttuszczu)
The effect of B-lactoglobulin variant on the content of long chain fatty acids (g/100 g fat)

Kwasy tluszczowe AA AB BB

Fatty acids LSM SE LSM SE LSM SE
C18:0 9,920 1,30 10,82° 0,65 13,20 0,82
C18:1 transl1 1,84 0,25 231 0,13 2,30 0,16
C18:1 cis9 23,42 2.83 30,50 1,41 32,87% 1,79
C18:2 1,95 0,61 3,16 0,30 2,57 0,39
Cl18:3 n-6 0,17 0,02 0,20 0,01 0,21 0,01
C18:3 -3 0,49 0,08 0,60 0,04 0,56 0,05
CLA 0,41° 0,05 0,54¢ 0,03 0,52 0,03
C20:1 0,23 0,03 0,22 0,01 0,24 0,02
C20:4 1-6 0,22 0,06 0,33 0,03 0,25 0,04
€20:3 n-3 0,10 0,03 0,14 0,02 0,17 0,02
€20:5 0,03 0,01 0,03 0,00 0,03 0,00
€225 0,11 0,10 0,30 0,05 0,16 0,06
C22:6 0,06 0,01 0,05 0,01 0,04 0,01

Wartosci w tym samym wierszu oznaczone tymi samymi literami roznia si¢ istotnie: duze litery P<0,01; male litery P<0,05
Values in the same row designated with the same letter differ significantly at: capital letters P<0.01; lower-case letters P<0.05

Zdolno$¢ B-LG do wigzania kwasow ttuszczowych wynika z kielichowatej struktury
tego bialka, sktadajacej si¢ z 8-niciowego, antyrownoleglego arkusza 3 otoczonego przez
4 elastyczne, ruchome petle, regulujace dostep do wnetrza B-baryiki, inaczej kielicha [13].
Potencjalnymi miejscami wigzania zwigzkow hydrofobowych, ktorymi sa takze kwasy
tluszczowe, jest wnetrze B-baryltki oraz rowek pomiedzy a-helisg a barytka [6].

Poza przytaczanymi wyzej badaniami mleka owiec wtoskiej rasy massese, autorzy
nie znalezli prac, ktore dotyczylyby zwiazku polimorfizmu B-LG z zawartos$cig kwasow
thuszczowych. Dlatego trudno jest potwierdzi¢ zdolno$¢ do wigzania okreslonych kwasow
thuszczowych przez konkretne warianty B-LG. Roznic w zawartos$ci kwasow thuszczowych
zaleznie od wariantu B-LG nie mozna takze wigzac z iloscig B-LG w mleku. Polimorfizm
tego biatka nie wplynat na jego zawarto$§¢ w mleku badanych maciorek. Chociaz najwigk-
sza iloscig B-LG charakteryzowalo si¢ mleko owiec o genotypie BB, to réznice migdzy
genotypami byty nieistotne statystycznie (tab. 2). Rowniez Mele i wsp. [9] nie zaobserwo-
wali istotnego zwigzku wariantow -LG z jej zawarto$ciag w mleku uzytkowanych mlecz-
nie maciorek rasy massese, a ilo§¢ tego biatka byta niemal identyczna dla analogicznych
genotypow u wrzosowki.

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, iz sg zgodne z niektorymi wcze-
$niejszymi badaniami wskazujacymi na wptyw polimorfizmu B-LG na zawartos¢ niekto-
rych sktadnikow w mleku. Warianty B-LG wykazaly zwiazek z zawartoscia MUFA, PUFA,
LCFA oraz poszczegolnych kwasow ttuszczowych. Nie znaleziono jednak jednoznaczne-
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go zwigzku badanych lipidéw z wariantem genetycznym f-laktoglobuliny, co wskazuje na
potrzebe kontynuacji badan w tym zakresie, ktore pozwola na lepsze poznanie biologicz-
nej roli tego biatka w metabolizmie kwasow ttuszczowych.
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The effect of B-lactoglobulin variants on the chemical composition
and fatty acid profile of the milk of Wrzosowka ewes

Summary

The aim of this study was to determine the relationship between B-lactoglobulin (B-LG)
polymorphism and the composition and fatty acid profile of milk. The study was carried out on 30
Wrzosoéwka ewes aged 3-4 years. Milk samples were collected during the 4™ week of lactation and
analysed for basic composition, whey protein content and fatty acid composition. Detailed analysis
of milk proteins enabled -LG variants to be determined. Three B-LG genotypes (AA, AB and BB)
were identified in the Wrzosowka ewes. The frequency of allele variant B was twice as high as that of
allele variant A. Milk with genotype BB was characterized by higher content of casein (P<0.05) and
lactose (P<0.01). Milk with B-LG BB and AB had higher (P<0.05) content of MUFA. The highest
content of polyunsaturated fatty acids and -3 PUFA in the milk was associated with the AB genotype,
although the highest LCFA content, including C18:0 and C18:1 cis9, was found in the BB genotype.
No definitive relationship between B-lactoglobulin variant and fatty acid content was determined.
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