DOKTORI (PhD) ERTEKEZES
TEZISEI

BUZAS HENRIETTA

MOSONMAGYAROVAR
2024



SZECHENYI ISTVAN EGYETEM
ALBERT KAZMER MOSONMAGYAROVARI KAR
BIOLOGIAI RENDSZEREK ES PRECIZIOS TECHNOLOGIAI
TANSZEK

Wittmann Antal Novény-, Allat- és Elelmiszer-tudomanyi
Multidiszciplinaris Doktori Iskola Pulay Gabor Elelmiszertudomanyi
Doktori Program

Doktori Iskolavezet6:
Prof. Dr. Varga Laszlé, DSc
egyetemi tanar

Programvezeto:
Prof. Dr. Varga Laszlé, DSc
egyetemi tanar

Témavezetok:

Dr. Kovacs Attila Jozsef, PhD
egyetemi tanar

Dr. Szafner Gabor, PhD
Kutatas-fejlesztési €s innovacios osztalyvezetd
Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet Kft.

MEMBRANSZEPARACIOS TECHNOLOGIAKKAL
TEJFEHERJE- ES SAVOFEHERJE FRAKCIOK ELOALLITASA,

EZEN FRAKCIOK RESZARANYANAK MEGHATAROZASA
KORSZERU ANALITIKAI MODSZEREKKEL

Készitette:

Buzas Henrietta

Mosonmagyarovar
2024



1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Napjainkban mind a tejfehérje alapu funkciondlis élelmiszerek, mind a
csecsemotapszerek iranti kereslet globalisan nd (Lagrange et al., 2015).
Mindkét termékcsoport fejlesztéséhez a gyartoknak tervezniiik kell az
alapanyagként szolgdlo fehérjekoncentratum- és izolatum porok fehérje
profiljat annak érdekében, hogy a fogyasztoi célcsoport igényeinek
megfeleld fehérjeprofilt termékeket tudjanak eldallitani.

A tejben talalhato fehérje komponens egy heterogén komplex peptid
csoport, amelyet 90-95%-ban négy kazein frakcio, aSl1-kazein, aS2-
kazein, B-kazein, k-kazein és két savofehérje frakcio, az a-laktalbumin és
B-laktoglobulin alkotja. A tejfehérjék sokféleségét tovabb fokozza a
genetikai polimorfizmus is, amely eltérd fehérjevaltozatokat eredményez.
Szamos tanulmany igazolta, hogy az egyes frakciok mennyisége és relativ
aranya, bizonyos allélok el6forduldsa hatdssal lehetnek a tej fizikai-
kémiai, taplalkozasélettani, valamint technoldgiai tulajdonsagaira. Ezért
az egyes tejfehéjre frakciok pontos ismerete nem csak a tejipar, hanem a
taplalkozastudomany szamara is kulcsfontossagu.

A tejiparban alkalmazott fehérje frakcionaldé mikrosziirés célja, hogy az
eltérd fizikai-kémiai €s techno-funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkezd
kazein- és savofehérje frakciokat a termék céljatol fliggben szeparalja. Ez
napjainkban egyedi kazein- és savofehérjefrakciok szintjén nem ismert.
Szakirodalombol azonban az lathatd, hogy mind a tej hdkezelésének
mértéke, mind a szlirés sordn alkalmazott technoldgiai paraméterek

(hémérséklet, nyomas, membran poOrusmérete, membran tipusa)



crer

befolyasolhatjdk az egyes fehérjefrakciok permeacidjat, ezaltal a

végtermék fehérjeprofiljat.

Kutatomunkam fobb célkitiizései az alabbiak voltak:

1. Els6 1épésként egy olyan analitikai modszer fejlesztése, amely
alkalmas a tejben 1év6 hat f6 fehérjefrakcid, nevezetesen az aS1-
kazein, aS2-kazein, B-kazein, k-kazein, a-laktalbumin és -
laktoglobulin megbizhat6, egyidejli, kvalitativ és kvantitativ

meghatarozasara.

2. A kutatas masodik felében célom kiilonb6z6 porusméretii polimer
membranokkal, hideg (15 °C) és hagyomanyos meleg (45 °C)
tizemelési homérsékleten mikroszirt retentditum- és permeatum
mintak eldallitdsa, az ipari gyakorlatnak megfeleléen 66%-o0s
volumenredukci6 és a tejre vonatkoztatott 120%-os diafiltracio

alkalmazasaval.

Az eldallitott retentdtum- ¢és permedtum mintdk fehérjeprofiljanak
meghatdrozasa, mely altal meghatarozhat6, hogy a mikrosziirés soran

alkalmazott membran porusméret és a szlirési hdémérséklet hogyan

crey

crer

ipar szamara is hasznosithatd tuddst, valamint esetleges gazdasagi

eldnyoket is jelent.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1 HPLC moddszer fejlesztése a tejben 1évo fé fehérje frakciok

elvalasztasara és mennyiségi meghatarozasara
2.1.1 Felhasznalt standardok, reagensek és vegyszerek

A HPLC elemzések soran a {6 tejfehéjre frakciok azonositasat és
mennyiségi meghatarozasat kereskedelmi forgalomban kaphato, liofilizalt
kazein- és savofehérje frakcid standard vegyiiletek alapjan hatidroztam
meg. A kiilonboz0 tisztasagu standard vegyiiletek a kovetkezok voltak: k-
kazein (>70%), os-kazein (>70%), PB-kazein (>90%), a-laktalbumin
(>85%), B-laktoglobulin A (=90%), B-laktoglobulin B (=90%). A felsorolt
standardok mindegyike a Sigma-Aldrich (Magyarorszag) termékei voltak.
A tejfehérjék kromatografias elvélasztdsdhoz sziikséges pufferoldatok
készitéséhez analitikai tisztasagh guanidin-hidrokloridot (>99%),
trinatrium-citrat-dihidratot (>99%), DL-Ditiotreitolt (>99%) (Sigma-
Aldrich, Magyarorszag) és BIS-TRIS puffert (VWR International Ltd.,
Debrecen, Magyarorszag) hasznaltam fel. Az eluenseket HPLC gradiens
tisztasagu acetonitril (ACN) (Molar Chemicals Kft., Halésztelek),
valamint nagytisztasdgu viz (fajlagos ellenallasa: 18MQ cm, 25 °C) 99%-
os  tisztasdgi  trifluorecetsav  (Sigma-Aldrich, = Magyarorszag)

felhasznalasaval készitettem el.
2.1.2 Alkalmazott késziilékek

A HPLC méréseket légmentesité egységgel, kétcsatornas pumpaval,
binaris nagynyomasu szivattyuval (Flexar FX-15 UHPLC), automata
mintaadagoloval, kolonna termosztattal és diddasoros optikai egységgel

3



ellatott detektorral (DAD), gazmentesito egységgel felszerelt Perkin Elmer
(Waltham,  Massachusetts, =~ USA)  tipusi  nagyhatékonysagi
folyadékkromatografias rendszeren hajtottam végre. A mintdk injektalasa
egy 100 pL-es hurokkal felszerelt automata injektor szelepen keresztiil
tortént. A HPLC berendezést egy szoftveren (Chromera CDS) keresztiil
miukodtettem, mely szabalyozta az olddszer gradienst, adatgytjtést €s
adatfeldolgozést. Az analitikai mérések soran felhasznalt nagytisztasdgu
vizet Zeener Power (Human Corporation, Korea) viztisztitd rendszerrel
allitottam el6. A mintdk centrifugélasahoz Eppendorf 5804R tipusu
centrifugdt hasznaltam, a mintdk kevertetését DLAB-MX-S tipusu
kémcsérazoval végeztem. Az eluenseket VWR USC-TH tipust
ultrahangos kéddban gdzmentesitettem.

Az elemzések soran a kovetkezd puffer oldatokat és mintaoldatokat
készitettem el:

Puffer A: 0,1 M BisTris puffert, 6,0 M Guanidin-hidrokloridot, 5,37 mM
trinatrium-citrat-dihidratot és 19,5 mM DL-ditiotreitolt mértem egy 10
mL-es mérélombikba, majd a lombikot nagytisztasagli vizzel toltottem
jelre (pH=7).

Puffer B: 4,5 M Guanidin-hidrokloridot A-eluensben (nagytisztasagu viz,
ACN ¢és TFA 900:100:1) (v/v%) feloldva 10 mL-es mérélombikban.

2.1.3 Mintaeldkészitési protokoll

A szobahOmérsékleti tejmintat, egy 2 mL-es Eppendorf csében 1:1 (v/v%)
aranyban (800-800 pL) higitottam az A-pufferrel. Lezartam, majd 10
masodpercig intenziven kevertettem kémcsérazdval, ezutdn 1 Oran
keresztiil szobahomérsékleten inkubaltam. Az inkubacids 1do letelte utan,
15 percig 4 °C-on, 14000xg fordulatszamon centrifugaltam
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mikrocentrifugdban. A keletkezett szilard zsirréteget steril spatulaval
eltavolitottam, majd a zsirmentes feliiliszot 1:3 (v/v%) aranyban (300-900
uL) higitottam a B-pufferrel, amellyel ismét 10 masodpercig intenziven
kevertettem. A kapott oldatot sziirés nélkiil kozvetleniil injektaljam a

HPLC kolonnara.
2.1.4 Kromatografias korillmények

Alléfazisként egy Phenomenex gyartméanyu (Torrance, CA, USA) C18-as
Widepore (250 mm x 4,6 mm x 5 um, 200 A) és egy Vydac 214MS (30
nm; 5 um; 150 x 2,1 mm) C4 kolonnat teszteltem a tejfehérjék egyidejii
elvalasztasra.

A legjobb elvalasztast és cstucsalakokat a kdvetkezd gradiensprogram
soran értem el. Az A-eluens rész aranyat 70,9%-r6l csokkentettem 54,0%-
ra 20 perc alatt, majd a kezdeti gradiens szakaszt visszaallitottam és
ekvilibraltam a kolonnat 0,5 percen keresztiil. Az oszloprol eludlodo
vegyliletek detektalasat az optimalizalas alatt tobb hulldmhoszon is
rogzitettem, (208 nm, 214 nm, 225 nm) azonban kompromisszumos
megoldasként detektalasnak a 214 nm-es hullamhosszt valasztottam.

Az automata mintaadagold tér homérséklete 10 °C-ra volt beéllitva, a
minta injektalas térfogata pedig 20 pL volt, 40 °C-os kolonnatér
hémérséklet alkalmazéasa mellett.

Az optimélt modszer validalasa soran a kovetkez6 teljesitményjellemzoket
hataroztam  meg: specificitds, linearitds, moddszer precizitas
(ismételhetdség, reprodukalhatosdg), oldatstabilitas, kimutatasi hatar
(limit of detection, LOD) meghatirozasi hatar (limit of quantitation,

LOQ), torzitatlansag.



2.2 Mikrosziirési kisérletek

A doktori munkam madsodik felében pasztérozott, 300 liter f6lozott tejet
mikroszirtem 0,2 pm ¢és 0,5 um névleges porusméretii spiraltekercselt
PVDF membrannal hideg (15 ©) C és meleg (45°C) sziirési hdmérsékleten.
A mikrosziirési kisérletek soran minden esetben a tejre vonatkozatott 66%-
os volumenredukcidt és 120%-os diafiltraciot alkalmaztam allando, 0,8
bar TMP mellett. A mikroszirés és a diafiltraci6 szakaszos (batch)
lizemben tortént.  Minden kisérletet harom fiiggetlen ismétléssel
végeztem.

A sztirési kisérletekhez egy 0,2 um (Alfa Laval MFP2 6338/48 P 174516)
és egy 0,5 um (Alfa Laval MFP5 6338/48 P 114046) névleges
porusatmérdjii, fluoropolimer spirdltekercselt membrant alkalmaztam. A
membranok hosszisaga 965 mm, atmérdjiik 160,-162,0 mm, hosszuk 965
mm, mig a tavtartd (spacer) vastagsaga 48 mil (1,17 mm) volt. A
spiraltekercselt membranok mindegyike egyenként 154 m? aktiv
szlir6feliilettel rendelkezett.

A mikrosziirés ¢€s diafiltracid soran Osszesen Ot alkalommal vettem
mintakat, 20%, 40% 66%-o0s volumenredukcio érték elérésekor, valamint
a diafiltracio soran a DF 60% ¢s a DF 120% fazisban. Mintavételezéskor
mind a permeatumbdl, , mind a retentdtumbol, fazismintdkat vettem 100

mL-es steril mintagy(ijté edényekbe.
2.2.1 Fehérjefrakciok aktualis permeacio értékének meghatarozasa

Az MF permedtumok esetében ugyantgy jartam el, mint a tejmintak
esetében. Az MF retentatum minték, melyek fehérje tartalma magasabb, a

koncentracios faktor alapjan becsiilt fehérje tartalom fliggvényében
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nagytisztasagu vizzel higitottam, ugy, hogy az egyes fehérje frakcioknak
megfeleld kalibracios mérdgorbék linedris tartomanydba essen. Annak
érdekében, hogy az eltér6 fehérjeprolfillal rendelkezd tejek
felhasznalasaval végzett mikrosziirések Osszehasonlithatoak legyenek, a
vizsgalt pontokon aktudlis permeacid értékeket hatdroztam meg a

kovetkezo 6sszefiiggés alapjan:
P(%) = = x 100 (6)
Ahol,
P: permedcio (%)
cl: a vizsgalt komponens koncentracioja (mg/100 g) a permeatumban

c2: a vizsgalt komponens koncentracioja (mg/100 g) a retentdtumban.

Egyes fazismintdk fizikai-kémiai paramétereit elézetes vizsgalati terv
alapjan az MTKI Kft. akkreditalt (NAH-1-1013/2021) Elelmiszervizsgald
¢és Nyerstejmindsitd Laboratoriumaban hatdroztdk meg a 1. tablazatban
talalhatd szabvanyokok, modszerek alapjan. Az eredményeket a sziirési
anyagmérleg felallitdsdhoz hasznaltam fel az egyes mikrosziirésekre

vonatkozodan.



1. tablazat A fazismintak vizsgalata soran alkalmazott szabvanyok/ médszerek

Vizsgalt 6sszetevo

Alkalmazott szabvany / médszer

Also mérési

hatar/tartomany
Szarazanyag-tartalom MSZ 3744:1981 1. fejezet 0,1 g/100 g
Fehérje tartalom MSZ EN ISO 8968-1:2014 9.2 0,038 g/100 g

Zsirtartalom

Hamutartalom

NPN-tartalom
Kazein fehérje tartalom

Savoéfehérje tartalom
Titralhato savassag

pH-érték

MSZ EN ISO 1211:2010

Methodenbuch Band VI. — 5. Erg. 2000 Milch
und Milchprodukte C 10.2; VDLUFA-Verlag,
Darmstadt, 2000

MSZ EN ISO 8968-4:2016 10.2. eljaras

Methodenbuch Band VI

MSZ 3707:2017 3.2. fejezet
MSZ 3707:2017 4. fejezet

0,031 g/100 g

0,015 g/100 g

0,0025 g/100 g

0,031g/100 g

0,2 °SH
4,0-7,0




2.3 Alkalmazott statisztikai médszerek

HPLC modszer teljesitményjellemzdinek statisztikai értékeléséhez a
Microsoft Office Excel program Analysis Toolpak bdvitményét
(Microsoft Corporation, USA) hasznaltam. A mikrosziirési kisérleteket
IBM® SPSS® v25 statisztikai szoftver alkalmazasaval kéttényezOs
varianciaelemzést (ANOVA) ¢és Tukey-féle HSD post-hoc tesztet,
végeztem a mintak atlagértékeinek Osszehasonlitdsanak céljabol p<0,05

szignifikancia szinten.

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZETESEK

3.1 A {0 tejfehérje frakciok folyadékkromatografias elvalasztasa

Az altalam javasolt szabadalmi oltalom alatt 4116 optimalt forditott fazisa
nagyhatékonysagt folyadékkromatografids (RP-HPLC-DAD) moddszer
alkalmas a {6 tejfehérjefrakciok (k-CN, as1-CN, as2-CN, B-CN, B-LG, a-
LA) ¢és azok genetikai variansainak egyidejli, hatékony és gyors
elvalasztasara, egyszeri mintael6készitési protokollal, minddssze 20
perces elemzési idovel. Az elséként elualodott cstucsok 3,79 - 6,15 perc
retencios idével detektalhatd k-CN-t képviselik, amelyek tobb f6- és
mellékcsucsban is megjelennek. A fcstics 4,76+0,01 perc retencios idovel
jelent meg. Az egyedi tejmintak elemzésekor kétféle k-CN tipust figyeltem
meg. A k-CN gentikai varidnsainak azonositdsa standard hianyaban nem
volt lehetséges. Korabbi tanulméanyok alapjan (Visser et al., 1991; Groen
et al., 2004; Bordin et al., 2001) beazonosithato, hogy ezek a csticsok a «-
CN A és k-CN B genetikai varidnsainak kiilonb6z6 mértékii glikozilalt és

glikozilalatlan formdinak felelnek meg. A k-CN utdn az as2-CN-t teljesen
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sikertilt elvalasztani 7,57+0,01 perc retencios idével a k-CN-tdl, amelyet
az as1-CN kovetett a 12,35+0,01 perc retencios idével. Az as1-CN minden
esetben egy jellegzetes kettds csucsban jelent meg. A cstics jobb oldalan
1évo kisebb csucs (vall) az as1-CN eltérd foszforilaltsagi fokat jelzi (van
Hekken et al., 1990; Bobe et al., 1998; Bordin et al., 2001). A kazeinek
koziil utolsoként a leghidrofébabb B-CN elualddott az oszloprol. Egyedi
tejmintak esetében B-CN egy vagy két csticsban elualédik, attol fiiggden,
hogy az adott egyed a B-CN-re homozigéta vagy B-CN heterozigota.
Homozigdta szarvasmarha egyedek esetében a B-CN egy csucsban, mig
heterozigdta egyedek esetén két egymds melletti cstucsban eludlodik.
Elegytej mintakban retencids id6 alapjan harom fajta f-CN figyeltem meg,
amely a B-CN harom genetikai variansat jelzi. A harom megfigyelt B-CN
allél retencios ideje ellicids sorrendben a kdvetkezd volt: B-CN ismeretlen
varians: 13,32+0,03; B-CN A1: 13,79+0,04; B-CN A2: 14,15+0,08 perc. A
B-CN A1l ¢és A2 variansok azonositasat genotipizalt, igazolt B-CN A1l és -
CN A2 statusza Holstein-friz szarvasmarhaktol szarmazo egyedi tejmintak
retencids ideje alapjan , mig a a legkisebb aranyban eldrforduld B-CN
varianst irodalmi adatok ¢és (Givens et al., 2013; Dumpler, 2017)
allélspecifikus polimerdz lancreakci6 (AS-PCR) modszerrel B-CN-B
variansként azonositottam Mayer et al. (2021) mddszere alapjan.

A kazeinek utan a hdrom 6 savofehérjefrakcié harom egyedi csticsban,
egymastol teljesen elkiiloniilve elualodott az oszloprol. Elséként az a-LA,
16,96+0,01 perc, ezt kovetve a B-LGA genetikia variansa, 17,56+0,01 perc
majd a B-LGB variansa 18,41+0,05 perc retencids iddvel.

Az optiméalt HPLC moédszer alkalmas a {6 fehérjefrakciok egyideji,
hatékony és gyors elvalasztasara, minddssze 20 perces elemzési 1d6 alatt.

Korabbi munkakhoz képest, amelyek a tejfehérje frakciok egyideji
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elemzésérdl szamoltak be, jelentds elemzési id6 csokkenést jelent. Bobe et
al., (1998) 52 perc, Bordin et al. (2001) 56 perc, Bonfatti et al., (2008), 40
perc és Ma et al. (2017) 30 perc elemzési id6rdl szamoltak be.

Az RP-HPLC moddszer megfelelosségét a tejfehérjék elvalasztasara ¢€s
mennyiségi mehgatarozasara a vizsgalt analitikai
teljesitményjellemzdkkel, lineraitas, specifitas, szelektivtias,
torzitatalansag, ismételhetdség, reprodukalhatdésag megfelelésségével
igazoltam. Az RP-HPLC modszer alacsony kimutatasi hatarral
rendelkezik az egyes fehérjefrakciokra vonatkozoan ezéltal lehetdve téve
mikroszlirt permeatum és retentatum mintdk fehérjeprofiljanak

meghatarozasat is.
3.2 Mikroszirési kisérletek

A mikroszlirések soran vett fazismintadk fehérjeprofiljat az optimalt RP-
HPLC hataroztam meg. Az mikrosziirt permeatumokban az Osszes
kazeinfrakcio (k-CN, aS1-CN, aS2-CN, B-CN) a kimutatasi hatar alatt
volt. A tizenkét mikrosziirés soran vett fazismintdk fehérjeprofiljanak
vizsgélata soran a permeatum mintakban sem a hideg, sem a meleg szlirési
homérsékleten nem mutattam ki kazein frakciot, azok minden esetben az
adott frakciora meghatarozott LOD érték alatt voltak. Hagyomdanyos
kémiai modszerrel (Kjeldahl-modszer) mérve azonban a permedtum
mintdk néhany esetben tartalmaztak CN-frakciot, dtlagosan 4-18 mg/100
g koncentracioban.
A harom vizsgélt savofehérje frakcid mindegyike (a-LA, B-LG A, B-LG
B) RP-HPLC modszerrel kimutathatd volt a sziirés elsé fazisatol kezdve
(VR 20%) minden permeatum fazismintdban és az minden esetben az
egyes fehérje frakciokra vonatkoz6 LOQ értek felett volt.
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Mivel a permeatumokban minden esetben szamszeriisitheté eredményt

crer

crcr

mikrosziirési kisérletek alapjan és a mikrosziirt permeatum ¢és retentatum
mintdk elemzése utdn a kovetkezd kovetkeztetések vonhatok le:

A mikrosziirés soran alkalmazott technoldgiai paraméterek befolyasoljak
A fehérjefrakciondld mikrosziirés soran a hideg szlirési hdmérsékleten
megfigyelt permeacio értékekbeli kiillonbségek, a B-LG A és B-LG B
fehérjefrakciok esetében feltehetden strukturalis kiillonbségekre vezethetd
vissza.

A162 aminosavbdl 4116 B-LG A és B-LG B genetikai varidnsa a 64. és 118
aminosavhelyen térnek el egymastdl. Az aminosavcsere a fehérje
negyedleges szerkezetében semleges pH-értéken (pH 6,7) nem okoz
szamottevd kiilonbséget, mivel a két aminosavcsere egy rugalmas feliileti
hurokban és egy hidrofoéb magban torténik (Sawyer & Kontopidis, 2000).
Fiziologias koriilmények kozott a B-LG A és B féként nem-kovalens
kotésti dimerek formajaban jelenik meg. (McKenzie, 1967; Patrck et al.,
2020), azonban a hdémérséklet és a kémhatds a B-LG konformdcios
valtozésait eredményezi.

A Tanford-atmenet, amely pH 7,51 vagy 40 °C feletti hdmérsékleten
kovetkezik be (Tanford, et al., 1959), fokozott hidratacidohoz és laza belsd
fehérjeszerkezethez vezet (Taulier & Chalikian, 2001). A B-LG ez esetben
monomerként 1étezik. Ez utobbi magyarazatként szolgalhat, hogy meleg
meleg (45 °C) mikrosziirés soran miért figyeltem meg magasabb B-LG A
¢és B-LG B permeaciot, mint hideg szlirési hdmérséleten.
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A B-LG A és B-LG B fehérjefrakcio eltérd viselkedése a két fehérje fizikai-
kémiai tulajdonsédgaira vezethetd vissza. A mikroszlrési kisérletek soran a
B-LG B frakcio esetében minden esetben magasabb permeaciot figyeltem
meg, mint a B-LG A esetében. Korabban mar igazoltak, hogy a B-LG A és
B asszociacids €s disszocidcios tulajdonsagai eltéroek (Cheison et al.,
2011), valamint a B-LG A és B-LG B eltérd tulajdonséagairdl szadmoltak be
(Dong et al., 1996; Oliveira et al., 2001; Dong et al., 2001) miszerint a -
LG A valtozat rugalmasabb fehérje, mint a f-LG B véltozata. Tovabba a
B-LG B frakci6 6tszor jobban oldodik, mint a B-LG A variansa. Ez utobbi
azonban talan ellentmondésos eredmény, mivel az §-LG A variansnak van
egy plusz toltése a 64. aminosavhelyen 1€vé aminosav szubsztiticié miatt
aszparaginsav (Asp) helyett egy glicin (Gly).

Az MF/DF retentitumokban hagyomanyos, Kjeldahl-mddszerrel
meghatarozott CN/TPN% arany értékek Osszhangban allnak a HPLC-
modszerrel mért eredményekkel, hiszen megallapitottam, hogy meleg
szlirési hémérsékleteken a tejben, legnagyobb aranyban el6rfordulo
savofehérje frakeio - B-LG - permeacidja meleg sziirési hdmérsékleten
szignifikansan nagyobb (p <0,05), ezéltal a CN/TPN% arany azonos
technoldgiai paraméterekkel, de meleg sziirési hdmérsékleten eldallitott
retentdtumban magasabb lesz, mint a hideg mikrosziiréssel eldallitott
retentdtumokban. Amennyiben a mikroszlirés célja a legnagyobb
CN/TPN% arany elérése, hideg {iizemelési hOmérséklettel nagyobb
membranfeliiletre van sziikség a kivant kapacitas eléréséhez.

A mikroszirt retentatum mintak CN/TPN% aranyanak meghatarozasakor
azonban nem tdmaszkodhatunk egyediili mérési moddszerként, sem a

hagyomanyos Kjeldahl modszerre, sem az RP-HPLC modszerre.
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A HPLC modszerrel mért kazeinfrakciok kazeinként és savofehérje
frakciok savofehérjeként valod értelmezése, ezéltal szamszerli dsszevetése
Kjeldahl-médszerrel meghatarozott CN/TPN% arany eredményekkel
ugyanis tobb szempontbdl is megkérddjelezhetd.

Ahogy azt mar az els0 fejezetben ismertettem a tej hokezelése 60 °C feletti
hémérsékleten a savofehérjék denaturacidjdhoz vezethet, mely a
savofehérjék  aggregacidhoz  és  savofehérje-kazein  komplexek
eredményezi (Donato & Guyomarc'h, 2009; Wijayanti, Bansal, & Deeth,
2014). Ezaltal a Kjeldahl-analizis soran — amely a nyers tej nitrogén
frakcionak meghatarozasara szolgdl — a retentditumban 1év0 kazein
mennyiségének tulbecslését okozhatja (Lynch et al., 1998).

Az alapanyagként szolgalo tej szivattyuzasa is részlegesen karosithatja a
savofehérjéket (Brodkorb et al., 2016), amely befolyasolja azok
oldhat6sagat 4,6-os pH-n a késobbi NCN-vizsgalat sordn, amely szintén
CN/TPN% tulbecsléseéhez vezet a Kjeldahl-modszerrel torténd vizsgalat
soran (Subhir et al., 2022).

Az RP-HPLC modszerrel torténd mérésnél pedig, az egyes fehérje
frakciok mennyiségi meghatarozasanal a kereskedelmi forgalomban 1évo
fehérje frakcio standardok mindossze 70%-90% tisztasaguak, tovabba az
RP-HPLC elemzés csak a nativ allapotban 1évd savofehérjék vizsgalara
szolgaltat megbizhaté mennyiségi meghatarozast.

Vizsgalataim soran a mikrosziiré berendezést Batch modon lizemeltettem.
Korabbi lizemi tapasztalataim alapjan kijelenthetd, hogy a batch tizemelés
mellett az Osszes savofehérjére vetitve kisebb permeacio érhetd el, mint

folyamatos iizemelés mellett.

Javaslatok
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A tovéabbiakban érdemes lenne kiterjeszteni a mikroszirési kisérletket
folyamatos lizemeléssel torténd mikrosziirésre és a mért fehérje frakciok
Az igy nyert informacioval tovabb lehetne optomalizalni a sziirés soran

alkalmazott diafiltracids viz mennyiségét.

4. OSSZEFOGLALAS

A kutatasom elsd felében egy RP-HPLC-DAD modszert fejlesztettem, a
tejben 1évé f0  fehérjefrakciok elvalasztisara ¢és mennyiségi
meghatarozasara. Az altalam javasolt szabadalmi oltalom alatt &llo
optimalt forditott fazisi nagyhatékonysagt folyadékkromatografids (RP-
HPLC-DAD) moédszer alkalmas a 6 tejfehérjefrakciok és azok genetikai
variansainak egyidejli, hatékony és gyors elvalasztasara, egyszerd
mintael6készitési protokollal, minddssze 20 perces elemzési idovel.

Az RP-HPLC moddszer megfeleldsségét a tejfehérjék elvalasztasara és
mennyiségi mehgatarozasara a vizsgalt analitikai
teljesitményjellemzokkel, lineraitas, specifitas, szelektivtias,
torzitatalansag, ismételhetdség, reprodukalhatésag megfeleldsségével
igazoltam. Az RP-HPLC modszer alacsony kimutatasi hatarral
rendelkezik az egyes fehérjefrakciokra vonatkozoan ezaltal lehet6vé téve
mikrosziirt permedtum ¢és retentdtum mintdk fehérjeprofiljanak
meghatarozasat is. Ezaltal lehetévé valik, hogy meghatarozzuk, illetve
optimalizaljuk az egyes fehérje frakciok elvalasztasadhoz/koncentralasahoz
sziikséges technologiai paramétereket.

Kutatdsom masodik felében f6l6zott, pasztérozott tejbdl mikroszirt

permeatum- ¢és retentatum mintdkat allitottam eld hideg sziirési
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hémérsékleten (15+1 °C) ¢€s hagyomanyos meleg szlirési homérésékleten
(45 £1 °C) 0,2 um €s 0,5 um névleges porusatmérdjii membranokkal, majd
vizsgéltam a mintdk fehérjeprofiljat az altalam optimalt RP-HPLC-DAD
modszerrel. Annak érdekében, hogy részletesebb képet kapjak arrol, hogy
a volumenredukcid és a diafiltracidé mértéke hogyan befolyasolja a
pontjaban pemedtum- ¢és retentdtum fazismintdkat vettem, majd
vizsgaltam azok fehérje profiljat és fizikai-kémiai paramétereit.
Kutatasommal ravilagitottam arra, hogy a fehérje frakcionalé mikrosziirés
soran a szlirési hdmérséklettel befolyasolhatd az egyes savofehérjerakciok
permedacioja, ezaltal a végtermék fehérjeprofilja.

Megallapitottam, hogy a mikrosziirés sordn a sziirési hémérséklet nagyobb
az alkalmazott membran porusmérete. Az a-LA frakcio esetében azonban
sem a porusmeéret sem a sziirési hdmeérséklet nem befolyasolja a frakcio
mikrosziird membrdanon valé 4thalad4dsat az daltalunk alkalmazott
technologiai paraméterekkel.

A kapott eredmények alapjat adhatjadk 1; gyartastechnolédgia
kidolgozasahoz, 0j funkcionalis élelmiszerek fejlesztéséhez €s ezért az ipar

szamara is hasznosithato tudast jelent.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kidolgoztam ¢s validaltam egy forditott fazisu nagyhatékonysagu
folyadékkromatografidas (RP-HPLC-DAD) eljarast a tejben 1évd {6
fehérje frakciok (x-CN, as1-CN, as2-CN, B-CN, B-LG, a-LA) egyidejii

elvalasztasara és meghatarozasara.
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2. Igazoltam, hogy a kidolgozott RP-HPLC-DAD mddszer alkalmas a
tejben 1évé fehérjefrakciok genetikai varidnsainak elvalasztasara
(Szabadalmi oltalom alatt all6 moédszer: Eljaras tejben 1évo f6
fehérjefrakciok elvalasztasara HPLC segitségével P 21 00384.)

A mikroszlrési kisérletekkel és a mikrosziirt permeatum- és retentatum
mintak RP-HPLC elemzése alapjan kapott fehérjeprofilok alapjan
megallapitottam, hogy 0,2 um és 0,5 um pdérusméretli membran mind
15 °C, mind 45 °C homérsékleten, a fo kazeinfrakciokra szelektiv;
lehetdvé teszi a-LA, B-LG A és B-LG B frakcioban gazdag és as-CN,
K-CN, B-CN frakcidban szegény permeatum eldallitasat, valamint as-
CN, x-CN, B-CN frakcidban dus retentatum eldéallitasat.

3. Megallapitottam, hogy mikrosziirés sordn az a-LA, B-LG A és B-LG B
fehérjefrakciokat 15  °C-os  szlirési  hdmérséketen  eltérd
viselkedésmechanizmus jellemezi, mivel az egyes frakciok permeacid
értékei eltérnek p<0,05 szignifikancia szinten. Ugyanakkor a 45 °C-os
szlirési hdmérsékleten a kiillonbségek nem szignifikdnsak (p<0,05).

4. A mikrosziirési kisérletek sorozatdval és RP-HPLC mérésekkel
igazoltam, hogy az A&ltalam alkalmazott technoldgiai paraméterek
esettben a sziirési homérséklet megvalasztdsaval nem lehet
fehérjefrakcionald mikrosziirés soran

5. Megallapitottam, hogy a az altalam alkalmazott technologiai
paraméterek melett a sz{irési hdmérseklettel befolyasolhatd a B-LG-A
¢és B-LGB fehérje frakciok permeacidja/retencidja.

6. Mikroszlirés soran az o-LA frakciora magasabb permedacié érték

jellemzd, mint a B-LG A és B-LG B fehérje frakciora.
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7. Mérésekkel (RP-HPLC-DAD, Kjeldahl moédszer) igazoltam, hogy
amennyiben a fehérje frakcionaldé mikroszlirés célja a CN: WP arany
legnagyobb aranyu eltoldsa, abban az esetben a leghatékonyabb
mikroszlirési paraméter a 0,5 pm porusméret membran alkalmazasa

meleg (45 °C) sziirési homérséklet mellett.
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