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ZWIAZEK POMIEDZY WARIANTAMI B-LAKTOGLOBULINY
A ZAWARTOSCIA KWASOW TLUSZCZOWYCH
W MLEKU OWIEC 1 JEGO SKEADEM CHEMICZNYM

RELATIONSHIP BETWEEN B-LACTOGLOBULIN VARIANTS
AND FATTY ACIDS COMPOSITION IN SHEEP MILK,
AS WELL AS ITS CHEMICAL COMPONENTS

Streszczenie. Celem badan bylo okreslenie zwiazku polimorfizmu B-laktoglobuliny z profilem
kwasow tluszczowych i podstawowym sktadem mleka (ttuszcz, biatko, kazeina, laktoza, sucha
masa). Badania prowadzono na 60 maciorkach karmiacych, od ktérych proby mleka pobrano w 4.
tygodniu laktacji. Stwierdzono obecnos¢ trzech genotypéw B-LG (AA, AB, BB). Sposrod ozna-
czanych sktadnikow mleka wptyw wariantow genetycznych B-laktoglobuliny zaznaczyt si¢ jedy-
nie w zawartosci laktozy. Mleko maciorek o genotypie BB charakteryzowato si¢ wigksza (P <
0,01) zawartoscig kwasow jednonienasyconych (MUFA) niz mleko maciorek o genotypach AB
i AA. Najwicksza zawarto$¢ (P < 0,01) wielonienasyconych kwasow n-3, w tym kwasu C18:3 n-3
w mleku badanych maciorek byla zwigzana z genotypem AB B-laktoglobuliny, chociaz roéznice
istotne statystycznie odnotowano jedynie z genotypem AA. Najwigksza zawartos¢ LCFA (P <
0,05) stwierdzono w mleku maciorek o genotypie BB. Uzyskane wyniki, chociaz niejednoznacz-
nie, wskazaly na istnienie zwiazku pomig¢dzy wariantem B-laktoglobuliny a zawartoscia niekto-
rych kwasow tluszczowych. W celu poglebienia wiedzy na temat roli f-LG w metabolizmie
lipidéw w gruczole mlekowym wymagane sa dalsze badania.

Stowa kluczowe: mleko, owce, B-laktoglobulina, kwasy ttuszczowe
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Wstep

Beta-laktoglobulina (B-LG) stanowi 60-70% wszystkich biatek serwatkowych mle-
ka przezuwaczy. Biatko to wystepuje rowniez w mleku innych ssakow, ale brakuje go
w mleku gryzoni, zajeczakow, a takze ludzi (El-Shazly i in., 2012). To natywne biatko
w mleku przezuwaczy jest dimerem o masie czasteczkowej 36,4 kDa odpowiadajacym
162 aminokwasom, natomiast u innych gatunkow wystepuje jako monomer. Sktad ami-
nokwasowy B-laktoglobuliny i obecnos$¢ bioaktywnych peptydéw w jej sekwencji spra-
wia, iz charakteryzuje si¢ ona doskonalymi wtasciwosciami zdrowotnymi i odzywczymi
(Le Maux i in., 2014). Fizjologiczna funkcja tego bialka jest wcigz w duzej mierze nie-
znana i jest przedmiotem réznych spekulacji. Stwierdzono, ze dzigki zdolnosci wigzania
B-LG z hydrofobowymi substratami, tacznie z dtugotancuchowymi kwasami thuszczo-
wymi (LCFA), moze ona uczestniczy¢ w trawieniu tluszczow mleka podczas okresu
neonatalnego poprzez zwigkszanie aktywnosci lipazy zotadkowej. Z kolei wykazanie
wptywu B-LG na wigksze wchianianie jelitowe retinolu, triacyloglicerydow czy LCFA
sprawia, iz przypisuje si¢ temu biatku udzial zard6wno w absorpcji, jak i metabolizmie
kwasow thuszczowych (Chatterton i in., 2006). Nie bez znaczenia pozostaje takze okre-
Slenie roli B-LG w ksztattowaniu sktadu i zawartosci tych sktadnikow w mleku, co
moze mie¢ wptyw na poprawe jego walorow zdrowotnych. Sposrod bialek serwatko-
wych zdolno$¢ wigzania kwasow ttuszczowych poza B-laktoglobuling majg albuminy
oraz o-laktoalbumina (Le Maux i in., 2014).

Badania prowadzone na wielu gatunkach zwierzat gospodarskich wykazaly, iz jak
wigkszo$¢ biatek mleka rowniez B-laktoglobulina jest biatkiem polimorficznym. Poli-
morfizm tego biatka u owiec warunkowany jest trzema allelami: A, B i C. Warianty A
i B B-LG sa dos¢ powszechne, dobrze rozpoznane u wigkszosci ras dojonych, natomiast
wariant C wystepuje u nielicznych ras, np. u merynosa niemieckiego, wegierskiego czy
u rasy Lacha (Amigo i in., 2000; Moatsou i in., 2005). Obecno$¢ tych wariantow jest
spowodowana mutacja zmieniajaca sekwencj¢ nukleotydow danego genu. Zastapienie
w wariancie A w pozycji 20 Tyr przez His daje wariant B, natomiast w pozycji 148 Gln
przez Arg — wariant C.

U zwierzat przezuwajacych uzytkowanych mlecznie badania nad polimorfizmem f-
-LG dotyczyty gléwnie jego zwiazku ze sktadem i wiasciwosciami technologicznymi
mleka. Dostgpne w literaturze wyniki badan dotycza w wigkszosci mleka krowiego.
Analizowanie zwigzku wariantéw tego bialka z cechami mleka owczego pozostaje
w mniejszosci, a wyniki tej analizy czgsto wykazuja rozbieznos¢. Jedne badania wska-
zuja na wplyw wariantow B-LG na sktadniki frakcji biatkowej mleka, waznych ze
wzgledu na jego warto$¢ odzywcza, jak i zdrowotna (Amigo i in., 2000; Dario i in.,
2005), inne potwierdzaja jedynie zwigzek tych wariantow z jego wydajnoscia (Nudda
i in., 2003). Tylko w nielicznych badaniach podejmuje si¢ proby okreslenia wptywu
polimorfizmu f-laktoglobuliny na zawarto$¢ kwasow tluszczowych w thuszczu mleka
owczego (Mele i in., 2007).

Celem niniejszych badan bylo oznaczenie zwigzku wariantéw [-laktoglobuliny
z zawarto$cig kwasoéw thuszczowych w mleku oraz sktadem mleka owiec odchowuja-
cych jagnigta, od ktorych nie pozyskuje si¢ mleka konsumpceyjnego.
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Material i metody

Badania wykonano na 60 maciorkach w okresie odchowu jagniat, utrzymywanych
w Rolniczym Zaktadzie Do$wiadczalnym w Zelaznej. Zywienie maciorek bylo zgodne
z normami zywienia dla maciorek karmigcych. Otrzymywaty one mieszanke tresciwa
(7,54 MlJ/kg suchej masy (s.m.); 18,8% biatko ogdlne (b.0.); 4,89% widkno surowe
(w.s.)) oraz siano takowe (4,27 MJ/kg s.m.; 8,8% b.o.; 34,55% w.s.), a dodatkowo sto-
me 1 mieszanke¢ mineralno-witaminowa. Od maciorek w wieku 3—4 lat, ktore byty w 4.
tygodniu laktacji, pobrano proby mleka. Owce dojono recznie po uprzednim odtgczeniu
jagniagt od matek na okres 2 h. Z udojonego mleka pobierano 100-mililitrowe proby,
ktére umieszczano w pojemniku z konserwantem firmy Mlekostat. Proby przewieziono
do laboratorium, gdzie analizowano sktad chemiczny mleka oraz zawarto$¢ kwasow
thuszczowych.

Na aparacie Milkoscan FT firmy Foss Electric metoda spektrofotometrii w pod-
czerwieni oznaczono procentowg zawarto$¢ podstawowych sktadnikow mleka: biatka,
thuszezu, laktozy, kazeiny i suchej masy.

Bialko serwatkowe B-LG oznaczono za pomoca chromatografu cieczowego Agilent
1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) wyposazonego w detektor UV-VIS
ze zmienng dtugoscig fali 1 kolumna Supelcosil LC-318 (Sigma-Aldrich), wedtug meto-
dyki opisanej przez Puppel i in. (2012). Przy oznaczaniu B-LG wykorzystano nastepuja-
ce eluenty: roztwor A — mieszanina 0,1-procentowego kwasu TFA (Merck) w acetoni-
trylu z woda (5 : 95), roztwor B — mieszanina acetonitrylu z woda (95 : 5). Przeplyw
faz: 1,0 ml/min, detekcja UV przy dtugoscei fali 220 nm.

Ekstrakcje ttuszczu mleka wykonano metoda Rose-Gotlieba wedtug AOAC (Helrich
iin., red., 1990). Do rozdziatu i analizy ilo§ciowej estrow metylowych kwasow thusz-
czowych wykorzystano chromatografi¢ gazowa w ukladzie gaz—ciecz, stosujac chroma-
tograf gazowy firmy Hawlet Packard 5890 wyposazony w detektor ptomieniowo-
jonizujacy FID i w kolumng DD 23 (dlugo$¢ 60 m, srednica wewnetrzna: 0,25 mm,
grubos¢ filmu: 0,25 pm). Warunki rozdzialu kwasow ttuszczowych byty nastgpujace:
gaz nosny (hel) — 20 cm/s, temperatura detektora — 240°C, temperatura dozownika —
220°C; split— 1 : 40.

Rozdziatu dokonano 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.
Identyfikacje i analiz¢ ilosciowa kwasdéw tluszczowych wykonano, wykorzystujac
wzorce firmy Sigma i Supelco.

Wptyw wariantu B-laktoglobuliny na sktadniki mleka i zawartos¢ kwasow tluszczo-
wych oszacowano za pomoca jednoczynnikowe] analizy wariancji SPSS, 2003. Staty-
stycznej oceny roznic pomigdzy wariantami B-LG dokonano z uzyciem testu Duncana.

Wyniki i dyskusja

Na podstawie szczegdlowej analizy biatek mleka od badanych maciorek stwierdzo-
no obecnos$¢ w nim trzech genotypow B-LG (AA, AB, BB). W badanej prébie osobni-
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kow ponad polowa posiadata genotyp AB, okolo 27% — genotyp BB, a najmniej (ok.
17%) bylo osobnikéw z genotypem AA.

Stwierdzono wplyw wariantow genetycznych B-laktoglobuliny na zawarto$¢ lakto-
zy. Maciorki o genotypie BB i AB produkowaty mleko o wigkszej zawartosci tego
sktadnika (P < 0,01) w poréwnaniu z maciorkami o genotypie AA (tab. 1). Chociaz
roznice w zawarto$ci innych sktadnikow nie byty potwierdzone statystycznie, to mozna
zauwazy¢, iz mleko maciorek o genotypie BB charakteryzowalo si¢ nieco wigksza za-
wartoscig kazeiny i biatka ogdtem.

Tabela 1. Wptyw wariantu p-laktoglobuliny na zawartos¢ sktadnikow w mleku (%)
Table 1. Effect of B-lactoglobulin variant on milk composition (%)

AA AB BB
Sktadnik mleka n=10 n=134 n=16
Milk component
LSM SE LSM SE LSM SE

Thuszecz 8,47 0,46 8,52 0,25 8,69 0,36
Fat
Biatko 5,05 0,15 4,96 0,08 5,14 0,12
Protein
Kazeina 4,37 0,10 4,43 0,05 4,63 0,08
Casein
Laktoza 4,98 0,08 5,198 0,04 5,288 0,06
Lactose
Sucha masa 19,93 0,44 19,65 0,24 19,90 0,35
Dry matter

LSM - érednia najmniejszych kwadratow, SE — btad standardowy.

Warto$ci w wierszu oznaczone réznymi duzymi literami r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,01.
LSM - least squares mean, SE — standard error.

Values in row designated with different capital letters differ significantly at the level of P < 0.01.

Dario i in. (2005) u rasy alamurana wykazali takze korzystny wptyw genotypu AB
B-LG na zawartos$¢ laktozy. W badaniach Yousefiego i in. (2013) stwierdzono, iz owce
rasy zel o genotypie AB B-LG produkowaly mleko o wigkszej zawartosci nie tylko
laktozy, lecz takze thuszczu niz owce o genotypach AA i BB. Z kolei inni autorzy
stwierdzili wyrazny zwiazek wariantu B B-LG z wigksza produkcja mleka. Maciorki
merynosa hiszpanskiego i rasy sarda o genotypie BB produkowaly wigksza ilo$¢ mleka,
ale o mniejszej zawartosci biatka i thuszczu (Corral i in., 2010; Nudda i in., 2003). Przy-
toczone powyzej rezultaty potwierdzaja brak jednoznacznosci wynikow badan nad
wpltywem wariantow B-laktoglobuliny na sktadniki mleka, na co wcze$niej wskazali
w swoim przegladowym artykule Amigo i in. (2000).

Glownym przedmiotem niniejszych badan byta analiza wptywu wariantow B-LG na
profil kwasow tluszczowych. Wykazano, ze maciorki o homozygotycznym genotypie
BB produkowaty mleko o wigkszej (P < 0,01) zawarto$ci jednonienasyconych kwasow
thuszczowych (MUFA) niz maciorki o genotypach AB i AA (tab. 2). Z kolei Mele i in.
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Tabela 2. Wplyw wariantu B-laktoglobuliny na zawarto$¢ grup kwasow tluszczowych w 100 g
thuszczu mleka (g)
Table 2. Effect of f-lactoglobulin variant on the content of fatty acid groups in 100 g of milk fat (g)

AA AB BB
Kwasy tluszczowe n=10 n=34 n=16
Fatty acids
LSM SE LSM SE LSM SE
SFA 54,00 2,51 54,11 1,36 57,85 1,98
MUFA 33,06* 1,84 33,30 1,00 38,728 1,45
PUFA 4,36 0,38 4,79 0,20 4,54 0,30
PUFA n-3 0,71* 0,08 0,94° 0,04 0,91° 0,06
PUFA n-6 3,21 0,31 3,35 0,17 3,11 0,25
LCFA 45,87 2,35 46,21° 1,28 52,83° 1,86

LSM - $rednia najmniejszych kwadratow, SE — btad standardowy, SFA — nasycone kwasy ttuszczowe,
MUFA - jednonienasycone kwasy ttuszczowe, PUFA — wielonienasycone kwasy tluszczowe, LCFA — dlugo-
fancuchowe kwasy tluszczowe.

Warto$ci w wierszu oznaczone réznymi duzymi literami roznig si¢ istotnie na poziomie P < 0,01, a ozna-
czone roznymi matymi literami — r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05.

LSM - least squares mean, SE — standard error, SFA — saturated fatty acids, MUFA — monounsaturated
fatty acids, PUFA — polyunsaturated fatty acids, LCFA — long chain fatty acids.

Values in row designated with different capital letters differ significantly at the level of P <0.01, and des-
ignated with different small letters — differ significantly at the level of P < 0.05.

(2007) w mleku dojonych owiec wloskiej rasy massese stwierdzili, ze z wigkszym
udzialem MUFA byt zwigzany genotyp AB B-LG. Rowniez w badaniach Radzik-Rant
iin. (2014) nad zwiazkiem wariantow B-LG z profilem kwasow ttuszczowych u owiec
rasy wrzosoOwka wykazano, ze maciorki heterozygotyczne AB produkowaty mleko
o wigkszej zawarto§ci MUFA w pordwnaniu z homozygotycznymi AA.

Najwicksza zawarto$¢ (P < 0,01) wielonienasyconych kwasow n-3, w tym kwasu
C18:3 n-3, stwierdzono w mleku maciorek o genotypie AB f-laktoglobuliny, chociaz
roznice istotne statystycznie odnotowano jedynie z genotypem AA (tab. 2, 3). Z kolei
najwickszym udzialem LCFA (P < 0,05) charakteryzowato si¢ mleko maciorek o geno-
typie BB B-LG, a najmniejszym — mleko maciorek o genotypie AA (tab. 2). W tej grupie
kwasow, poza wspomnianym wczesniej kwasem C18:3 n-3, rowniez kwasy: stearynowy,
oleinowy, C20:1 oraz C20:3 n-3 réznity si¢ swojg zawartoscig (P < 0,01; P <0,05) migdzy
genotypami B-LG. Najwigkszy udzial C18:0, C18:1 cis-9 i C20:3 n-3 stwierdzono w mle-
ku maciorek o genotypie BB, a C20:1 — w mleku maciorek o genotypie AA (tab. 3).
W mleku owiec wrzosdéwkowych zawarto§é kwaséw C18:3 n-3, C20:1 i C20:3 nie réznita
si¢ pomigdzy genotypami B-laktoglobuliny (Radzik-Rant i in., 2014).

Mele i in. (2007) wykazali, ze w mleku owiec rasy massese polimorfizm B-lakto-
globuliny nie mial wptywu na zawarto§¢ PUFA, natomiast wigkszy udzial LCFA,
w tym C18:0, C18:2 i C18:2 cis-9, trans-11, stwierdzono u owiec o genotypie AB -LG.
W niniejszych badaniach genotypem wykazujacym najwigkszy zwiazek z zawartoscia
LCFA w ttuszczu mleka byl genotyp BB.
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Tabela 3. Wplyw wariantu p-laktoglobuliny na zawarto$¢ dlugotancuchowych kwasow thuszczo-
wych w 100 g thuszczu mleka (g)
Table 3. Effect of B-lactoglobulin variant on the content of long chain fatty acids in 100 g of milk

fat (g)

AA AB BB
Kwasy tluszczowe n=10 n=234 n=16
Fatty acids

LSM SE LSM SE LSM SE
C18:0 11,37 0,68 10,994 0,37 13,008 0,54
C18:1 trans-11 2,05 0,16 2,25 0,09 2,34 0,13
C18:1 cis-9 27,19 1,62 27,31° 0,88 32,02° 1,28
C18:2 2,75 0,29 2,86 0,16 2,65 0,23
C18:3 n-6 0,19 0,01 0,19 0,01 0,20 0,01
C18:3n-3 0,42° 0,05 0,55° 0,02 0,55° 0,04
CLA 0,45 0,03 0,49 0,02 0,52 0,02
C20:1 0,33%¢ 0,03 0,218 0,02 0,23¢ 0,03
C20:4 n-6 0,27 0,03 0,30 0,02 0,26 0,02
C20:3n-3 0,074 0,02 0,094 0,01 0,148 0,01
C20:5 0,03 0,00 0,03 0,001 0,03 0,001
C22:5 0,13 0,05 0,21 0,02 0,15 0,04
C22:6 0,06 0,01 0,06 0,001 0,04 0,01

LSM - érednia najmniejszych kwadratow, SE — btad standardowy.

Wartoéci w wierszu oznaczone réznymi duzymi literami r6znia si¢ istotnie na poziomie P < 0,01, a ozna-
czone réznymi matymi literami — r6znig si¢ istotnie na poziomie P < 0,05.

LSM - least squares mean, SE — standard error.

Values in row designated with different capital letters differ significantly at the level of P <0.01, and des-
ignated with different small letters — differ significantly at the level of P < 0.05.

Weczesniejsze badania nad zdolno$cig wigzania kwaséw tluszczowych przez biatka
serwatkowe u roéznych gatunkéw przezuwaczy wskazywaly na brak selektywnosci
w wigzaniu indywidualnych kwasow przez B-LG (Pérez i in., 1989). W badaniach Puyola
i in. (1991) prowadzonych in vitro wykazano, ze wolne kwasy ttuszczowe konkuruja
o wigzanie z B-LG, a sila tego wiazania zalezy od rodzaju kwasu. Zwiazek tego biatka
byt silniejszy z kwasem palmitynowym niz z kwasem stearynowym, oleinowym czy
laurynowym. W pismiennictwie jest mato prac dotyczacych zwiazku polimorfizmu
B-LG z zawartoscia kwasoéw thuszczowych w mleku owczym, ktore pozwolityby na
wskazanie zdolnosci wigzania okreslonych kwasoéw tluszczowych przez konkretne
warianty B-LG.

Na podstawie analizy mleka wykonanej u badanych maciorek, od ktorych nie pozy-
skuje si¢ mleka konsumpcyjnego, ale ktére moze mie¢ wptyw na jako§¢ migsa odcho-
wywanych jagnigt, trudno jednoznacznie okresli¢, jaki wariant B-laktoglobuliny ma
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wiekszg zdolno§¢ wigzania okreslonych kwasow tluszczowych. Jednakowoz kwasy
jednonienasycone i dlugotancuchowe wielonienasycone, a zwlaszcza kwas C18:3 n-3,
ktory jest prekursorem waznych dla zdrowia EPA 1 DHA i jednocze$nie sam odznacza
si¢ silnymi wlasciwosciami prozdrowotnymi (Parodi, 2004), byly bardziej zwiazane
z wariantem B B-LG. W badaniach Melego i in. (2007) u owiec dojonych wariant A
tego biatka byl bardziej zwigzany z MUFA i LCFA.

Whioski

1. Wplyw wariantéw B-LG na podstawowe sktadniki mleka dotyczyt jedynie zawar-
tosci laktozy.

2. Warianty B-LG wykazaty zwigzek z zawartoscia MUFA, PUFA n-3, LCFA oraz
niektérymi kwasami thuszczowymi nalezacymi do tych grup.

3. Z zawarto$cia kwasow dlugotancuchowych we frakcji tluszczowej mleka macio-
rek, od ktérych nie pozyskuje si¢c mleka konsumpcyjnego, najbardziej byl zwigzany
wariant B B-laktoglobuliny.

4. W celu doktadniejszego poznania roli B-LG w metabolizmie lipidow w gruczole
mlekowym i okre$lenia bardziej jednoznacznego zwigzku polimorfizmu tego biatka
z zawarto$cig kwasow tluszczowych w mleku wymagane sg dalsze badania w tym za-
kresie.
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RELATIONSHIP BETWEEN B-LACTOGLOBULIN VARIANTS
AND FATTY ACIDS COMPOSITION IN SHEEP MILK,
AS WELL AS ITS CHEMICAL COMPONENTS

Summary. The aim of this study was to evaluate the relationship between B-lactoglobulin poly-
morphism and fatty acids composition, as well as basic milk components (fat, protein, casein,
lactose, total solids) of ewe’s milk. The study was carried out on 60 nursing lambs ewes. Milk
samples were collected during the 4" week of lactation. Three B-LG genotypes (AA, AB, BB)
were identified in the studied ewes. Among the analysed components of milk, the effect of genetic
variants of B-lactoglobulin was marked only in the lactose content. Milk with genotypes BB was
characterized by a higher (P < 0.01) content of MUFA compared to AB and AA genotypes. The
highest (P < 0.01) content of polyunsaturated fatty acids n-3, including C18:3 n-3 in the milk, was
associated with the AB genotype, although this genotype differed statistically only with the AA.
The highest content of LCFA (P < 0.05) was found in the milk of ewes with the BB genotype.
The results, although ambiguously, showed a relationship between B-lactoglobulin variant and
some fatty acids content. In order to establish the role of B-LG in lipid metabolism in mammary
gland further studies are required.

Key words: milk, sheep, B-lactoglobulin, fatty acids
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