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Roviditések jegyzeke

ROVIDITESEK JEGYZEKE

Rovidités  Angol megnevezés Magyar megnevezés

ACN Acetontirile Acetontiril

BSA Bovine Serum Albumin Szarvasmarha szérum

albumin

CCP Colloidal Calcium Phosphate  Kollodialis kalcium-foszfat

CN Casein Kazein

CZE Capillary Zone Kapillaris Zona
Electrophoresis

DAD Diode array detector Diddasoros detektor

DF Difafiltration Diafiltracio

DTT Dithiothreitol Ditiotreitol

EFSA European Food Safety Eurodpai
Authority Elelmiszerbiztonsagi

Hatosag

HPLC High Performance Liquid Nagyhatékonysagufolyadék
Chromatography kromatografia

LF Lactoferrin Laktoferrin

LOD Limit of Detection Kimutatasi Hatar

LOQ Limit of Quantification Meghatarozasi hatar

2-ME 2-Mercaptoethanol 2-Merkaptoetanol

MF Microfiltration Mikrosziirés

MWCO Molecular Weight Cut-Off Vagasi érték
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Roviditések jegyzeke

NF Nanofiltration Nanosziirés
NKN Non Casein Nitrogen Nem Kazein Nitrogén
NPN Non-Protein Nitrogen Nem-fehérje nitrogén
PAGE Polyacrylamide Gel Poliakrilamid-gél

Electrophoresis elektroforézis
RO Reverse Osmosis Reverz Ozmozis
RP Reversed Phase Forditott fazisu
RSD Relative Standard Deviation ~ Relativ szoras
SDS Sodium-Dodecil-Sulfate Natrium-dodecil-szulfat
SNP Single Nucleotide Egypontos nukleotid

Polymorphism polimorfizmus
TFA Trifluoroacetic acid Trifluorecetsav
TMP Transmembrane Pressure Transzmembran nyomas
TPN Total Protein Nitrogen Osszes Fehérje Nitrogén
UF Ultrafiltration Ultrasziirés
VR Volume Reduction Volumenredukcid
WP Whey Protein Savofehérje
a-LA a-Lactalbumin a-laktalbumin
as-CN as-Casein as-kazein
B-CM -Casomorphin-7 B-kazomorfin-7
B-CN B-Casein B-kazein
B-Lg B-Lactoglobulin B-laktoglobulin
k-CN k-Casein k-kazein
Gdn-HCI  Guanidine-Hydrochloride Guandin-hidroklorid
SW Spiral Wound Spiraltekercselt
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Kivonat

KIVONAT

Tejfehérje- és savofehérje frakciok eloallitisa membranszeparacios
technologiakkal, és a frakciok részaranyanak meghatarozasa

nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval

Napjainkban mind a tejfehérje alapu funkcionalis élelmiszerek, mind a
csecsemotapszerek iranti kereslet globalisan nd. A tejiparban erre a célra
alkalmazott tejfehérje frakcionalé mikrosziirés célja, hogy az eltérd
fizikai-kémiai, funkcionalis és technoldgiai tulajdonsagokkal rendelkezd
kazein- és savofehérje frakciokat a termék céljatol fiiggben szeparalja.

A szlirés soran alkalmazott technologiai paraméterek (hdmérséklet,
nyomas, membran poérusmérete, membran tipusa) befolyasolhatjak az
egyes fehérjefrakciok retencigjat, ezaltal a végtermék fehérjeprofiljat. Ez
napjainkban tejfehérje frakciok szintjén nem ismert.

A dolgozathan targyalt kutatds keretében egy forditott fazisu
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-HPLC) eljarast
dolgoztam ki és validaltam a tejben talalhato f6 feherje frakciok (asl-
kazein, as2-kazein, B-kazein, k-kazein, a-laktalbumin és B-laktoglobulin)
¢és azok genetikai variansainak kvalitativ és kvantitativ meghatarozéasara.
Mikrosziirési kisérleteket végeztem kiilonb6zé porusméretii polimer
membranokkal, hideg (15 °C) és hagyomanyos meleg (45 °C) iizemelési
hémérsekleten mikrosziirt retentdtum- és permeatum mintak eléalltottam
eld, az ipari gyakorlatnak megfeleléen 66%-0s volumenredukcid és a tejre
vonatkoztatott 120%-os diafiltraci6 alkalmazasaval. A mikrosziirés soran
vett permedtum- és retentatum fazismintdk fehérjeprofiljat RP-HPLC-

DAD modszerrel hataroztam meg.

Buzas Henrietta — Doktori (PhD) disszertacio 9
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Kutatdsommal révildgaitottam arra, hogy a fehérje frakcionalo
mikrosziirés sordn a sziirési homérséklettel befolyasolhatdé az egyes
savofehérjerakciok ateresztési érték , ezaltal a végtermék fehérjeprofilja.
Megallapitottam, hogy a mikrosziirés soran a sziirési hdmérséklet nagyobb
mértékben befolyasolja a B-LG A és B-LG B farkciok ateresztését, mint az
alkalmazott membran poérusmérete. Az a-LA frakcid esetében azonban
sem a porusméret sem a szlrési hdmérséklet nem befolyasolja a frakcid
mikrosziir6 membranon valé athaladdsat az altalunk alkalmazott
technologiai paraméterekkel.

A kapott eredmények alapjat adhatjdk 1) gyartastechnologia

kidolgozaséhoz, 0 tejalapti funkcionalis €élelmiszerek fejlesztéséhez.

Buzas Henrietta — Doktori (PhD) disszertacio 10
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Abstract

ABSTRACT

Production of milk and whey protein fractions using membrane
separation technologies and determination of fractions by high

performance liquid chromatography

Today, the demand for milk protein-based functional foods and infant
formulas is increasing worldwde. The purpose of protein fractionation
microfiltration is to separate casein and whey protein fractions with
different physico-chemical, functional and technological properties,
depending on the intended use of the product.

The technological parameters used during filtration (temperature, pressure,
membrane pore size, membrane type) may have an influence on the
retention of individual protein fractions and thus on the protein profile of
the final product. At present, this is not known at the level of the milk
protein fractions.

The objective of this thesis was the development and validation of a
reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC)
method for the qualitative and quantitative determination of the main milk
protein fractions (asl-casein, os2-casein, p-casein, «-casein, a-
lactalbumin and B-lactoglobulin) and their genetic variants.
Microfiltration experiments were performed with polymeric membranes
of 0,2 and 0,5 um pore sizes, at cold (15 °C) and standard warm (45 °C)
processing temperatures The experiments were conducted in accordance
with industrial practice, utilising a 66% volume reduction and 120%

diafiltration volume.

Buzas Henrietta — Doktori (PhD) disszertacio 11
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Abstract

The protein profiles of the permeate and retentate phase samples obtained
during microfiltration were determined by reverse-phase high-
performance liquid chromatography with diode array detection (RP-
HPLC-DAD).

Based on the results, the filtration temperature during protein fractionation
microfiltration can influence the permeability value of the whey protein
fractions and thus the protein profile of the final product.

Filtration temperature during microfiltration affects the permeability of B-
LG A and B-LG B fractions more than the pore size of the membrane used.
However, in the case of the a-LA fraction, neither the pore size nor the
filtration temperature had an effect on the passage of the fraction through
the microfiltration membrane with the technological parameters we used.
The results obtained may provide a basis for the development of new
production technologies for the development of new milk-based functional

foods.
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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Napjainkban mind a tejfehérje alapu funkcionalis élelmiszerek, mind a
csecsemOtapszerek iranti kereslet globalisan n6 (Lagrange et al., 2015).
Mindkét termékcsoport fejlesztéséhez a gyartoknak terveznilik kell az
alapanyagként szolgdlo fehérjekoncentratum- és izolatum porok fehérje
profiljat annak érdekében, hogy a fogyasztoi célcsoport igényeinek
megfeleld fehérjeprofilt termékeket tudjanak eldallitani.

A tejben talalhatd fehérje komponens egy heterogén komplex peptid
csoport, amelyet 90-95 szazalékban négy kazein frakcio, az asl-kazein,
as2-kazein, B-kazein, k-kazein és két savofehérje frakcio, az a-laktalbumin
¢és P-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 frakcidok pontos ismerete nem csak a tejipar, hanem a
taplalkozastudomany szamara is kulcsfontossagu.

A tejiparban alkalmazott fehérje frakcionalé mikrosziirés célja, hogy az
eltérd fizikai-kémiai és techno-funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkezd
kazein- és savofehérje frakciokat a termék céljatol fiiggden szeparalja. Ez
napjainkban egyedi kazein- és savofehérjefrakciok szintjén nem ismert.
Ennek egyik oka, hogy az egyes tejfehérje frakciok extrakciojara,
kvalitativ és kvantitativ meghatdrozasara szamos analitikai modszer terjedt
el, azonban ezidaig egyik sem adott eddig optimalis elvalasztast, igy

jelenleg is szamos kutatasi téma alapja.
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Az iizemi gyakorlatban a fehérjefrakcionald mikroszirés esetében 0,1-0,5
pum porusatmérdji polimer membranok alkalmazasaval meleg (50 °C)
mikrosziirést alkalmaznak. Jelenleg ipari méretekben kevésbé alkalmazott
hideg (<20 °C) mikrosziirés elénye, hogy gazdasagilag kedvezdbb, mivel
hosszabb iizemidd érhetd el, amely révén kevesebb mosas sziikséges,
ezaltal viz és vegyszer megtakaritas érhetd el.

Szakirodalombol azonban az lathatd, hogy mind a tej hdkezelésének
mértéke, mind a sziirés soran alkalmazott technologiai paraméterek
(hémérséklet, nyomas, membran porusmérete, membran tipusa)
befolyasolhatjak az egyes fehérjefrakciok ateresztési értékét, ezaltal a

végtermék fehérjeprofiljat.

Kutatomunkam fobb célkitiizései az alabbiak voltak:

1. Els6 lépésként egy olyan analitikai mddszer fejlesztése, amely
alkalmas a tejben 1év6 hat f6 fehérjefrakcio, nevezetesen az osl-
kazein, as2-kazein, p-kazein, x-kazein, a-laktalbumin és -
laktoglobulin megbizhato, egyideji, kvalitativ és kvantitativ

meghatarozasara.

2. A kutatas masodik felében célom kiillonboz6 poérusméretii polimer
membranokkal, hideg (15 °C) és hagyomanyos meleg (45 °C)
tizemelési hdmérsékleten mikrosziirt retentdtum- és permeatum
mintdk eldallitdsa, az ipari gyakorlatnak megfeleléen 66%-0S
volumenredukcid €s a tejre vonatkoztatott 120%-os diafiltracio

alkalmazasaval.

Buzés Henrietta — Doktori (PhD) Disszertacio 14
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3. Végiil az eloallitott retentdtum- ¢és permeatum mintak
fehérjeprofiljanak meghatarozasa, mely altal determinalhato, hogy
a mikrosziirés soran alkalmazott membran pérusméret €s a szlirési
homérséklet hogyan befolyasolja az egyes fehérjefrakciok

ateresztési értékét a mikroszirés soran.

Az eredmények alapjaul szolgéalhatnak egyedi fehérjeprofillal rendelkezd
fehérjekoncentratum, mint példaul B-kazeinben és a-laktalbuminban dus,
kidolgozéaséhoz, tovabba az ipar szamara is hasznosithat6 tudast, valamint

esetleges gazdasagi elonyoket is jelent.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A tej komplex Kkolloidrendszere és a tejalkoté részek rovid

jellemzése

A tej a nénemi emldsallatok tejmirigyei altal iddszakosan termelt
biologiai folyadék, melynek funkcidja a faj ujsziildtteinek kizarolagos
taplalasa, amelyhez a sziikséges tadpanyagokat optimalis mennyiségben és
formaban tartalmazza (Gasztonyi & Lasztity, 1993; Szakaly, 2001).

A mindennapi gyakorlatban, élelmezési szempontbdl a tej alatt csak a
tehéntejet értjiik, a tobbi tejféleség esetében a megnevezésben az allatfaj
nevét is fel kell tlintetni.

A tej kivald tapanyagforrasként szolgal a szervezet szamara
nélkiilozhetetlen  fehérjéknek, zsiroknak, szénhidratnak, &svényi
anyagoknak és vitaminoknak (Csapo & Csaponé 2002; Haug et al., 2007
Antunes, 2022).

A tejben taldlhatd  kiilonb6z0  tomegl/méretli  tejalkotorészek
kolloidkémiai szempontbol egy dsszetett polidiszperz kolloid szuszpenziot
alkotnak. A kolloid szuszpenzid részben egy valddi oldat, egy emulzid
(zsir a vizben) és egy fehérje kolloid oldat (Szakaly, 2001).

Az egyes tejalkotorészek atlagos koncentraciojat és

méretét/molekulatomegét az 1. tablazatban ismertetem.
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1. tablazat A tejalkotorészek atlagos koncentracidja és molekulatomege

¢és mérete (Szakaly, 2001; Brans et al., 2004)

Tejalkotorész Koncentracio Molekulatomeg Atmerg
(D) (nm)
Viz 87,5% 18 0,3
Zsirgolyok 3,8% — 100-15.000
Szomatikus sejtek — — 8.000-10.000
Baktériumok — — 200-10.000
Kazeinmicellak 2,8% 106-10° 25-130
Savofehérjék 0,6% 14.500-69.000 3-6
Asvanyi sok, 0,7% 35-120 0,4
ionok
Laktoz 4,8% 342 0,8
Szerves savak 0,2% — —

A tejben a legnagyobb aranyban eléforduld tejalkotorész a viz. A viz
egyrészt diszperzios kdzege az asvanyi anyagoknak, az emulzidban 1évo
zsirgolyocskaknak, fehérjerészecskéknek ¢és a  zsirban oldodo
vitaminoknak, masrészt oldészereként szolgal a  vizoldhato
komponenseknek. Molekularisan oldott formaban, a szérumban valodi
oldatként van jelen a laktdz, az 4svanyi anyagok, a vizoldhato vitaminok
¢és az enzimek, mig ionosan oldott formaban vannak jelen a szervetlen
ionok, szervetlen és szerves savak és soik. A viz aranya a tejben télen
némileg kevesebb, nyaron viszont nagyobb a zoldtakarmanyozas miatt. A
tej 86-88% viztartalmanak (Sik et al., 2023) megkozelitdleg 96%-a szabad
viz, a fennmaradd rész, pedig a tejfehérjék ¢&s zsirgolyocskak

hidratburkaba beépiilt kotott viz (Balatoni & Ketting, 1981). Az oldott
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anyagok legfontosabb funkcidja a polidiszperz rendszer egyensulyi
allapotanak fenntartasa (Szakaly, 2001).

A viz utan a laktoz (tejcukor) a tehéntej legnagyobb mennyiségben
eléforduld Osszetevdje (Brans et al., 2004). A tehéntej szénhidratként
atlagosan 4,7% laktozt, tartalmaz. A 342 Dalton tomegii, 0,8 nm atmérdji
laktoz molekula egy gliikkozbol és egy galaktozbol allo diszacharid, amely
D-gliikoz ¢és D-galaktéz egységekbdl épiil fel. A két glikoz egység
egymashoz 1,4 glikozidos kotéssel kapcsolodik. A laktoz a tej jellegzetes,
enyhén édeskés izéért felel, édesitd ereje azonban csak egydtdode a
szachardznak. A tejben, két modosulatban, a-laktoz és B-laktoz formaban
talalhatd meg. Kémiai tulajdonsdgukat tekintve a két moddosulat
megegyezik, azonban az eltérd szénatomok konfiguracié miatt, a fizikai
tulajdonsagaikban, mint az oldhatosag és forgatoképesség eltérnek. A
laktdz, redukald diszacharid révén, lugokkal szemben érzékeny, de savval
szemben ellenalld. A tej melegitésekor a laktéz 100 °C feletti
hoémérsekleten reakcidba 1€p a fehérjekkel (Maillard-reakcio), és barna
szinll iz- és szinanyagok, melanonidinek keletkeznek. A laktoz mellett kis
mennyiségben (0,1%) kimutathatdé 2-10 monoszacharidot tartalmazo

oligoszacharidok is (McSweeney et al., 2009).

A tejben talalhatd zsir koncentracioja atlagosan 3,8%. A tejzsir a
zsirgolyocskakat alkotd tejzsirbol, az abban oldott zsiroldhato
vitaminokbol (A-, D-, E-, K- vitamin), szinezékekbdl (B-karotin, klorofill
szarmazékok), a zsir a vizben emulziot stabilizdld membrananyagokbol
(lipoidok ¢és membranfehérjék) ¢€és a membranburkot koriilvevd

hidratvizbdl all. A zsirgolyocskak mérete széles mérettartomanyt fed le,
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(100 nm - 20.000 nm), azonban az atlagos zsirgolydcska atméré 3500 nm
(Szakaly, 2001; Smirnova et al., 2020).

A tejfehérje a tej egyik legértékesebb komponense, atlagos koncentracidja
~3,3%. A fehérjék nagyrészt C-, O-, H- és N atomokbol felépiild
vegyitiletek, aminosavakbol létrejott polipeptidlancok. A fehérjelanc elején
az aminosavak szabad aminocsoportja (N-terminalis) a lanc végén pedig a
szabad karboxil csoportja (C termindlis) talalhato (Ouellette & Rawn,
2018). A fehérje aminosav szekvenciaja hatarozza meg az adott fehérje
fizikai-kémiai és taplalkozasélettani tulajdonsagait. Aminosav szekvencia
és elektroforetikus futas alapjan maig tobb, mint 200 kiilonboz6 fehérjét
azonositottak a tejben, amelyek nagy része négy fécsoportba sorolhato:
kazeinek (CN 78-82%) ¢és savofehérjék (WP 18-22%), nem-fehérje
nitrogének (NPN 5%), és egyéb fehérjék (Dupont et al., 2018).

Mig a kazeinek és savofehérjék tejspecifikus fehérjék, amelyek a tejmirigy
alveolaris sejtjeiben termelddnek addig a nem-fehérje nitrogének (NPN)
és az egyéb fehérjék elsésorban a vérrendszerbdl szarmaznak és az érfalon
keresztiil jutnak at a tejbe (Rafiq et al., 2015) Az utdbbi két csoportba
tartozd OsszetevOk szerepe elsdsorban az 1jsziilott egyed védekezd
rendszerének segitése. A tej nitrogén tartalmu vegyiileteit részletesen a

kovetkez6 fejezetben ismertetem.
2.2 A tej nitrogén tartalmi vegyiileteinek ismertetése

Mint azt mar az el6z0 alfejezetben is emlitettem a tej 3,3%
Osszfehérjét/nyersfehérjét (TPN) tartalmaz. A tej Osszfehérje tartalma
négy fécsoportra bonthatd: kazeinfehérjék (CN) és savofehérjék (WP)
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nem fehérje nitrogén tartalmt vegyiiletek (NPN) és kis mennyiségben
egyéb fehérjék.

A tej nitrogéntartalmu vegyiileteinek pontos ismerete, nem csak az eltérd
taplalkozasélettani tulajdonsaguk (biologiai érték), hanem az eltérd
techno-funkcionalis tulajdonsaguk (hOstabilitas, vizkotd képesség)
szempontjabol is elengedhetetlen.

Jelenleg a tej nitrogéntartalmu vegyiileteinek meghatarozasa a Rowland-
modszerrel (Rowland, 1938) torténd frakcionalason, majd az egyes
frakciok Kjeldahl-moédszerrel (Kjeldahl, 1883) torténd nitrogéntartalom
mérésen alapulnak (Dupont et al., 2018). A négy frakcio az alabbi mddon
hatarozhat6 meg:

e Kazein nitrogén (CN): A tej azon N-frakcigjanak, amely 20 °C-on
4,6-0s pH-érték mellett ecetsav/natrium-acetat pufferben nem
oldodik.

e Nem kazein nitrogén (NKN): A tej azon N-frakcioja, amely 20 °C-
on 4,6-0s pH-érték mellett ecetsav/natrium-acetat pufferben
oldodik.

e Nem-fehérje nitrogén (NPN) megfelel a 12%-os triklor-ecetsavban
(TCA) oldodé frakcionak.

e A savofehérje nitrogén (WP) meghatarozasa a nem-kazein N és az
NPN vegyiiletek meghatarozasabol adodik (Subhir et al., 2022).

A Kjeldahl médszer — amely jelenleg referencia eljarasként szolgal a nyers
tej Osszfehérje-tartalmanak meghatarozasara — a tej Osszes
nitrogéntartalmanak vizsgalatan alapszik. A modszer harom f6 1€pésbdl,
roncsolasbol, desztillalasbol és titralasbol all. A modszer elve, hogy a
mintat 400-420 °C-on, tomény kénsavban az oxidaciés folyamatot

gyorsito katalizator jelenlétében (Cu, Hg, Se) elroncsoljak. A folyamat
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soran a fehérjék nitrogéntartalma ammonium-sokka, ammonium-
hidrogén-szulfatta és ammonium-szulfatta alakul at. A savas oldat
ammoniatartalmat, tomény lig, natrium-hidroxid (NaOH) adagolasaval
szabaditjak fel. A nitrogén-koncentraciot az NaOH jelenlétében torténd
desztillacioja soran felszabadulé ammonia savas titralasaval becsiilik meg
(Kjeldahl, 1883; Saez-Plaza et al., 2013). A tejfehérjék vizsgalatakor
altalanos 6,25 nitrogén/fehérje atszamitasi faktor helyett a kazeinek
15,67% nitrogén tartalmat feltételezve a 6,38 korrigalt atszamitasi értéket
alkalmazzak (Saez-Plaza et al., 2013).

A tej nem-fehérje nitrogén anyagainak jellemzése

Az NPN anyagok az 0sszes nitrogéntartalma vegyiilet 6%-at teszik Ki.
Koncentraciojuk megkdozelitleg 0,2 g/100 g. Az NPN-frakcid tobb mint
felét a karbamid, kisebb hanyadban a kreatin, a kreatinin a hagy- és
orotsav, az ammonia, valamint egyes szabad aminosavak alkotjak (Dupont
et al., 2018). A karbamid, erésen korrelal a tej hostabilitasaval. A legelon
tartott tehenek tejének karbamid tartalma kétszer olyan nagy, mint a szaraz
takarmanyon tartott Szarvasmarhaké, ezért az eldbbiek hdstabilitasa
lényegesen nagyobb (Fox et al., 2015). Az NPN taplalkozéasban betdltott
szerepe nem ismert, de az NPN ¢és valodi fehérje komponensek nem
tekintheték azonosnak (Barbano, 1990). A nyersfehérjébdl levonva az
NPN-anyagokat jutunk el a valodi fehérjékhez (1. abra).
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Tej nitrogéntarialnm vegyiiletei’ nyersfehérje

\ Kazeinek | \ Savéfehérjék | | Egyeb feherjek

1. abra: A tej nitrogéntartalmu vegyiileteinek csoportositasa
(sajat szerkesztés)

2.2.1 Kazeinfehérjék jellemzése

A kazeinfehérjék a foszfoproteinek egy heterogén csoportja, amelyek a
nyers sovany tehéntejbdl (Bos genus) 20 °C-on 4,6 pH-értéken
kicsapodnak (Jennes et al., 1956). A csapadék, vagyis a kazein frakcio, a
tej valodi fehérjéinek kortilbeliil 78-82%-at tartalmazza. A kazeinfehérjék
a tejben fiziologias korilmények kozott (pH 6,7) aggregatumokba
tomoriilnek és kisebb-nagyobb méretii 100 nm (50-600 nm) gémb alakt
struktarakat, micellakat képeznek (Walstra, 1999). A kazein micellak
fényszorodasa okozza a tej fehér szinii megjelenését (Fox & Brodkorb,
2008; Kaliappan & Lucey, 2011).

A kazeinmicellak atlagosan 92-94% fehérjét és 6-8% kis molekulatomegii
szervetlen sot, elsésorban kalcium-foszfatot, valamint magnéziumot
tartalmaznak, amely egylittesen a kollodidlis kalcium-foszfat (CCP)
(Horne, 2006; Fox & Brodkorb, 2008). A kazein micellak mérete erésen
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korrelal az ionos kalcium koncentracidoval. Kalcium ¢és foszfat
hozzaadasaval novekszik, citrat hozzdadasaval csokken (Le Berre &
Daufin, 1998).

A kazein micellaban fehérje rész, négy egyedi géntermék komponensbdl,
az asl-kazein (asl-CN), as2-kazein (as2-CN), p-kazein (B CN) és «-
kazein (k-CN) frakciokbol all. A kazein frakciok viszonylag kisméretii
fehérjék, molekulatomegiik 20-25 kDa. A fehérjetoltés egyenletesen oszlik
el az asl- és as2-kazeinben, mig a 3- és k-kazein jol meghatarozott polaris
¢és apolaris régiokkal rendelkezik, ¢és igy a madsodlagos szerkezetiik
kifejezetten amfipatikus jellegii (O'Connell et al., 2003). A kazein micellan
beliil elsdsorban hidrofob kdlcsonhatasok érvényesiilnek (De Kruif &
Holt, 2003). A kazein micellak szerkezete, az és asszociacios- ¢és
disszociaciés mechanizmusa még ma is Vvitatott téma, azonban altalanosan
elfogadott, hogy a kazein micellak megkozelitéleg 50 - 600 nm atmérdji
goémb alaku strukturak. (Walstra, 1999; Huppertz, 2013).

A mult évszazadig tobb kazeinmicella modell is sziiletett, mint példaul a
szubmicella vagy alegység modell (Schmidt, 1982; Walstra, 1999), vagy a
Holt féle nanoklaszter modell (Holt, 1992; Holt, 2004; De Kruif & Holt,
2003).

A szubmicella modell szerint a kazeinek eldszor kis alegységeket,
ugynevezett szubmicellakat alkotnak (15-20 nm); ezek az egységek ezutan
Osszekapcsolodnak egymassal és igy jonnek létre a micellak (Walstra,
1999).

Holt  (1992) modelljében, a kalcium-foszfat nanoklaszterek
véletlenszeriien oszlanak el, keresztkotést képezve, kazein molekulak
haromdimenziés halgjat 1étrehozva. A modell a kalcium-foszfat

nanoklasztereket tekinti a micellak novekedésének magjainak. A
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képzo6dott kalcium-foszfat nanoklaszterek kolcsonhatasba 1épnek a
foszfoszeril-maradékokkal a kazeinekben (De Kruif & Holt, 2003). A Holt
altal készitett szerkezeti modell (Holt & Horne, 1996; De Kruif & Hoilt,
2003) (2. abra) nagyfoku egyezést mutat McMahon & Mc Manus (1998)

transzmisszios elektronmikroszkopos felvételeivel (3. abra).

Kalcium-foszfat Cag(PO,)s

. 0,-CN

O w.cN ﬁ’w

o= =

o O

Szubmicelldk (12-15 nm)

Kazein micella (20-300nm)

2. abra: Holt modelljének sematikus abrazolasa. Forras (Rebouillat
& Ortega-Requena, 2015, sajat szerkesztés)

3. abra: Elektronmikroszkopos felvétel kazein-micellarol. Méretsav 200

nm. (Forras: Dalgleish et al., 2004)

A 3. abran a micella koriili kisebb strukturak gytrije feltételezhetéen egy
disszocial6do micella egységek lehetnek (Dalgleish et al., 2004).
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A kazeinfehérjék technologiai szempontbol fontos k6zos jellemzéje, hogy
korlatozott masodlagos és harmadlagos szerkezet és az alacsony
szulfhidril tartalma miatt melegités hatasara nem denaturalodnak
(McMahon & Oommen, 2013), azonban a 140 °C-ot meghalad6 hékezelés
esetén az egyes frakciok fokozatosan oldhatatlanna valnak (Singh, 1995).
A kazein frakciok tovabbi tulajdonsaga, hogy pH-ra érzékenyek, ezaltal 20
°C hémérsékleten az izoelektromos pontjukhoz kozeledve kicsapddnak

(Walstra, 1999).

2.2.2 Savoéfehérjék jellemzése

Savofehérjéknek nevezziik azokat a nem kazein fehérje szegmenseket,
amelyek a kazeinek izoelektromos pontjan, 4,6-0s pH-értéken oldhatoak
maradnak (Huppertz, 2013).

A savofehérjék az Osszes fehérje 18-22%-at teszik ki, és mint egy 80%-
ban a p-laktoglobulin (B-LG), és az a-laktalbumin (a-LA) alkotja. Kisebb
koncentracioban Szarvasmarha szérum albumin, (BSA) (0,3-0,4%),
immunglobulinok (1gs) IgG, IgA, és IgM (0,45-0,75%), laktoferrin (LF)
(0.4%), proteoz-pepton (PP) frakcio alkotja (Madureira et al., 2007).

A savofehérjék a kazeinektdl eltéréen, globularis fehérjék, szervezettebb
masodlagos és harmadlagos szerkezettel rendelkeznek, igy hdérzékenyek
¢és hidrofobbak mint a kazeinek (Kinsella & Morr, 1984; Ng-Kwai-Hang
& Grosclaude, 2003; Farrell et al., 2004).

A fehérjék denaturdloddsa a homérséklet mésodlagos és harmadlagos
szerkezet stabilizdlasaban résztvevd nem kovalens kotésekre gyakorolt
hatdsa miatt kovetkezik be; pl. hidrogén, hidrofob és elektrosztatikus

kotések. A denaturicio hatasara a fehérje masodlagos és harmadlagos
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szerkezete felbomlik, a hidrofob csoportok (azaz a szulfhidril csoportok
SH-, kezdetben a fehérjemolekuldk belsejében) kdlcsonhatasba Iépnek és
csokkentik a vizmegkotést. A hidrofob kolesonhatasok aggregaciohoz
vezetnek, amelyet koagulaci6 és kicsapodas kovet.

A denaturécid csokkenti a fehérjék oldhatosagat a nativ allapothoz képest
(Langendorff et al.,, 1999). A denaturalt fehérjék elvesztik biologiai
aktivitasukat (Gasztonyi & Lasztity, 1993).

A kazein fehérjékkel ellentétben a savofehérjék 60 °C feletti
hémérsékleten elkezdenek denaturalédni. A savofehérje Ig frakcidja
denaturalodik el6szor, ezt koveti a BSA, a B-LG és végiil az a-LA, amely
a legellenallobb a héhatas okozta denaturacionak. A PP frakcié hdstabil

(Mutilang & Kilara, 1985).

A kazein- és savéfehérjék genetikai  polimorfizmusa és
mikroheterogentiasa

A fehérjék genetikai kodja meghatiarozza az adott fehérje aminosav
szekvenciajat, azaz az elsédleges szerkezetét (Walstra et al., 2006). A
kérddzok tejében talalhatd fehérjék tobb mint 95%-at hat szerkezeti gén
kodolja (Martin et al., 2002). A kazein frakciokat (as1-CN, B-CN, as2-CN
¢s K-CN) négy polimorf gén (CSN1S1, CSN2, CSN1S2 és CSN3) kodolja
(Ferretti et al., 1990; Threadgill & Womack, 1990). A négy gén adott
sorrendben helyezkedik el a kazein-gén klaszter 6. kromoszoma 250
kilobazis hosszsagu szakaszan (Rijnkels, 2002; Boettcher et al., 2004).
amelyek az 5. és 11. kromoszoman helyezkednek el (Hayes & Petit, 1993).
A genetikai mutacidk egy vagy tobb aminosav szubsztitiiciot (cserét) vagy

deléciot (kiesést) okoznak a kodold szekvencidn beliil, amely eltérd
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aminosav szekvenciaval rendelkezd fehérje valtozatotokat eredményeznek
(Creamer & Macgibbon 1996, Bobe et al., 1999).

A kazeinek sokféleségét tovabb fokozza a mikroheterogenitas, amely alatt
a poszttranszlaciés modositas okozta foszforilaciot, glikolizacidt és a
proteolizist értjik (Ng-Kwai-Hang & Grosclaude, 2003). A hat f6
els6sorban genetikai tényezOk hatarozzak meg (Ng-Kwai Hang et al.,
1987; Groen et al., 1994; Bobe et al., 1999; Heck et al., 2009; Gustavsson
et al., 2014), de befolyasolja még a laktacios stadium (Ostersen et al.,
1997; Gellrich et al., 2014), a szarvasmarha egészségiigyi allapota (Verdi
et al., 1987), a fajta (Mackle et al., 1999; Auldist et al., 2004; Poulsen et
al., 2016), és az évszak szerint is valtozatossagot mutat (O’Brien et al.,
1999; Bernabucci et al., 2002; Bernabucci et al., 2014). Ez utobbi azzal
magyarazhat6, hogy az allatok a melegebb hoénapokban altalaban kisebb
fehérjetartalmu tejet termelnek, amelyek nagyobb esszencidlis aminosav-

tartalommal birnak (Csap6 és Csaponé, 2002).
2.3 A tej f6 fehérjefrakcidinak részletes jellemzése
2.3.1 as-kazein

A 199 aminosav hosszusagli asl-CN, a kazein frakcié 40%-at alkotja
(Huppertz, 2013). Egy f6 és egy mellékkomponensbdl all. A két
komponens egy egylancu polipeptid, azonos aminosav-szekvenciaval, de
eltér6 foszforilacios fokkal. A molekula elsddleges tobbszintii
foszforilacios helye a 100-110. aminosav koriil talalhatoé (Farrel et al.,
2004).
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Az 0s2-CN a tehéntejben a kazein frakcid legfeljebb 10%-4t teszi ki. Két
fo és tobb kisebb komponensbdl all, kiilonb6z6 szintli foszforilacids
szinttel (Swaisgood, 1989). Az as2-CN a legkevésbé hidrofob a tobbi
kazein frakciohoz viszonyitva (De Kruif & Holt, 2003). A genetikai
variansok felfedezése oOta a kiilonbozé genotipusokat megprobaltak
Osszekapcsolni a tej technologiai tulajdonsagaival és az egyed tejtermelési
tulajdonsagaival, azonban a kapott korrelaciok nem voltak egyértelmiiek

(Farrell et al., 2004).
2.3.2 p-kazein

A B-CN 209 aminosavbdl épiil fel, a kazeinfehérje megkdzelitdleg 40%-at
alkotja, egyik legnagyobb mennyiségben el6forduld tejfehérje,
koncentracioja 9-11 g/l. Napjainkig 13 valtozatat irtak le, melyek koziil az
Al és az A2 a leggyakoribb variansok (Gallinat et al., 2013) (1. szamu
melléklet). Néhany irodalom a négy kazein frakcio mellett a y-kazeint (y-
CN) is f6 kazein frakcioként emliti (Clayden et al., 2001), azoban a y-CN-
ek a B-CN kiilonb6z6 C-terminalis szegmensei, amelyek a tejben talalhato
nativ plazmin enzim proteolitikus hasitdsabol szdrmaznak (Groves, 1969;
Ostersen et al., 1997; Kaminski et al., 2007).

A Bos nemzetségben az eredeti B-CN valtozat az A2 volt (Caroli et al.,
2009), azonban egy mutdcid hatasdra egyes eurOpai szarvasmarha
allomanyban megjelent az A1 forma is (Ng-Kwai-Hang, 2011). A tejel6
szarvasmarhak esetében a leggyakoribb B-CN variansok az A1, A2, B és
C. A B-CN molekula szerkezetét tekintve erdsen hidrofob kazein, amely 6t
foszforilezett csoportot tartalmazd polimerként van jelen a tejben (De
Kruif & Holt, 2003; Huppertz, 2013). A B-kazein egy bels6leg rendezetlen
(Dunker et al., 2001) amfifil (amfipatikus) jellegii fehérje (Swaisgood,
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1989), amely jelleget az N-terminalis részén talalhatdo hidrofil
foszfoszferil-klaszternek és a C-terminalis részen talalhato polaris és
hidroféb aminosav maradékok — mint példaul a prolin —
felhalmozddasanak tulajdonitanak (Post et al., 2012; Cragnell et al., 2017).
A kilonallo poléaris és hidrofob domének jelenléte miatt a B-CN
asszociacidja  ¢és  disszociacidja  rendkiviill  koncentracio  ¢€s
hémérsékletfiiggd (Sadiq et al., 2021). Vizes oldatban, 0,5 mg/mL kritikus
koncentracional asszociaciora hajlamos (Livney et al., 2004). Hémérséklet
csokkenés hatasara, 0-4 °C koriili hdmérseklettartomanyban a micellan
beliil olyannyira csokken a hidrofob kolcsonhatas eréssége, hogy a B-
kazein a kazeinmicella belsejéb6l a tej szérumfazisaba disszocial
(O’Connell et al., 2003). Ebben az esetben elsésorban -CN monomerek
(7-8 nm) figyelheték meg, de a polimer szerkezet is jelen marad (Farrell
et al., 2001, Li et al., 2019), 15 °C-on koriilbeliil 20-40 nm méretii
micellakba rendez6édik (de Kruif & Grinberg, 2002). Egy micella
kortlbeliil 20-70 B-kazein monomerbdl épiil fel.

A B-CN amfifil jellege miatt kivalo feliiletaktiv és stabilizalo
Osszetevoként szolgal az élelmiszeriparban (Kilara & Panyam, 2003). A B-
CN tovabba prekurzorként szolgalhat olyan bioaktiv peptidek
eldallitasdhoz, amelyek vérnyomascsokkentd, opioid vagy dasvanyi
anyagokat megkotd tulajdonsagokkal rendelkeznek (Phelan et al., 2009).
A kozelmultban megnétt az érdeklddés az egyedi fehérje frakciok
eléallitasa irant, kiilonos tekintettel a P-kazein frakicd tekintetében,
példaul hideg (<4 °C) mikrosziirés alkalmazasaval, kihasznalva hogy a
molekula ezen a hdémérséklet monomerként van jelen, igy a

savofehérjékkel kozel azonos atmérdji (Atamer et al., 2017; Crowley et
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al., 2015). Az anyatejben a kazein frakci6 85%-a B-CN (Greenberg et al.,
1984; Hambraeus & Lonnerdal, 2003), ezért a B-CN érdekes az anyatej-
helyettesitd tdpszerek dusitasa szempontjabol.

A szarvasmarha p-kazein altalaban teljesen foszforilezett forméaban fordul
el6, mig az anyatejben a -kazein multifoszforilezett formaban talalhato,
molekulanként 0-5 foszfatcsoporttal (Greenberg et al., 1984). A
foszforilezettségi foka jelentds tényezé az emészthetségnél, ezért a
csecsemotapszerek eldallitasa soran javasolt a kazein defoszforilezése,
amely altal a tehéntejben megtalalhato B-CN jobban hasonlit az anyatejben
talalhato kazeinre (Broyard & Gaucheron, 2015).

Napjainkban a B-CN fehérje ¢és genetikai variansainak eltérd
emészthetdsége miatt nagy érdeklédés ovezi, $Z4mos
taplalkozastudomanyi kutatas témaja (Jiangin et al., 2016; Brooke-Taylor
et al., 2017; Summer et al., 2020; Cattaneo et al., 2023). A p-CN 13
genetikia variansa, két csoportba az ,,Al” és az ,,A2 szeri” p-kazeinek
csoportjaba sorolhatd, aszerint, hogy a 67. aminosavhelyen prolin vagy
hisztidin talalhato (1. szamu melléklet). Azoknal a variansoknal, amelyek
67. aminosavhelyén hisztidin taldlhato, az enzimes emésztés soran egy 7
aminosavhossz Opiat szakasz keletkezik, B-kazomorfin 7 (B-CM-7),
melyet szamos megbetegedéssel 0sszefiiggésbe hoztak, mint pl. sziv és
érrendszeri  betegségek kialakulasa, 1. tipusu diabetes. Az Eurdpai
Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) hivatalos allas foglalasa alapjan
azonban nincs ok-okozati Osszefiiggés a B-CM-7 és a megbetegedések
kialakulasa kozott (EFSA, 2009), igy mai napig vitatott téma a B-CN Al
szer(i genetikai variansai és B-CM-7 egészségkarositd hatasa kozotti

Osszefliggés.
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2.3.3 k-kazein

A kazein frakciok koziil a legkisebb mennyiségben (2-4 g/L) a 169
aminosav hossziusagi k-CN frakcié talalhato meg. Foszforilacidjanak
mértéke nagyon kicsi, azonban az egyetlen kazein frakci6, amely akar hat
aminosav helyen is glikolizalhat6 (Pisano et al., 1994). A szénhidratok O-
glikozilacios kotéseken keresztiil a treoninon (Tr131, 133, 135, 135, 142)
¢és szerinen (Serl141) kapcsolodnak a k-CN-hez (Farrell et al., 2004). A
tobbi kazeintdl eltéréen szénhidratban gazdag glikopolipeptid részt
tartalmaz (124-155. aminosav), amely galaktozbol, galaktozaminbdl és
szialinsavbol épiil fel. Elegytejekben a k-CN molekulak 60%-a glikolizalt
formaban talalhato meg (Vreeman et al., 1986). Két leggyakoribb variansa
az A és a B (Farrell et al., 2004). A B varians Osszehasonlitva az A
varianssal nagyobb foku glikozilacioval tarsul (Coolbear et al., 1996).
Napjainkig kevés ismeret all rendelkezésre a k-CN glikozilezés szerepérol,
a tej technologiai tulajdonsagainak determinizmusaban (Bonfatti et al.,
2014). A tejeld szarvasmarhakban az A varidns a dominans, kivétel ez alol
a Jersey fajta (Ng-Kwai-Hang & Grosclaude, 2003). A tejfehérjék
genetikai variansainak a tej alvadasi tulajdonsagokra gyakorolt hatasat
szamos tanulmany vizsgalta. A k-CN allélokra vonatkoz6 vizsgélatok azt
mutattdk, hogy a B allél szignifikdnsan kedvezden hat a tejfehérje
tartalomra (Ng-Kwai-Hang et al., 1984, Aleandri et al., 1990; Ikonen et al.,
1997) ¢és sajtgyartds soran a B varidns kedvezObb alvadési
tulajdonsagokkal rendelkezik (Ikonen et al., 1999; Wedholm et al., 2006;
Jensen et al., 2012/a). Ezzel szemben, a k-CN A és E allélek gyenge
alvadasi tulajdonsagot eredményeznek (Marziali & Ng-Kwai-Hang, 1986;
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Ikonen et al., 1999; Hallén et al., 2007; Heck et al., 2009; Jensen et al.,
2012/a).

2.3.4 B-laktoglobulin

A pB-laktoglobulin a savofehérjék tobb mint felét, az Osszfehérjék
hozzavet6legesen 10-12%-at alkotja, koncentracidja 2-4 g/L (Farrell et al.,
2004). A 162 aminosavbol allo B-LG két leggyakoribb variansa az A és B,
amelyek két aminosavhelyen a 64. és 118 térnek el egymastol (2. szamu
melléklet). Az A valtozatban Asp64 és Vall18, mig a B variansban Gly64
¢és Alal18 talalhato (Elofsson et al.,1997). Az aminosav csere a fehérje
negyedleges szerkezetében semleges pH-értéken (pH 6,7) nem okoz
szamottevo kiilonbséget, mivel a két aminosavcsere egy rugalmas feliileti
hurokban és egy hidrofob magban torténik (Sawyer & Kontopidis, 2000).
Fizioldgias koriilmények kozott a B-LG foként nem-kovalens kotést
dimerek formajaban jelenik meg. (McKenzie, 1967; Patrck et al., 2020). A
B-LG A és B egyarant két diszulfidkotést tartalmaz (Cys66-Cys160 és
Cys106-Cys119) és egy szabad szulthidrilcsoportot (Cys121).

A B-LG A ¢és B oOnasszociacios tulajdonsagai eltéréek (Cheison et al.,
2011). A hémérséklet és a kémhatas a B-LG konformacios valtozasait
eredményezi (4. abra). A B-LG A genetikai variansa egyre savasabb
koriilmények kozott dimereket, majd oktamereket képez, mig a B és C

valtozat nem képez oktamereket, de dimereket igen (Cheison et al., 2011).
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Monomer

Monomer (18 kDa)  Dimer (36 kDa) Oktamer 144 (kDa) Dimer (36 kDa) Monomer (18 kDa)

< 2,0 3,7 pH-érték 5,1 7,5 >

4. abra A B-laktoglobulin 6nasszociacios €s disszociacids tulajdonsagai

(Cheison et al., 2011 alapjan. sajat szerkesztés)

A B-LG lipokalin molekula csalad tagja, ezéltal képes megkdtni hidrofob
vegyiileteket, igy transzportereként szolgal kis molekulasulya hidrofob
molekulaknak (Pérez & Calvo, 1995; Kontopidis, et al., 2004). Szallito
molekulaja a retinolnak, palmitatnak, zsirsavaknak, a D-vitaminnak ¢és a
koleszterinnek (Madureira et al., 2007).

Technofunkcionalis tulajdonsagait tekintve a p-LG nagyon jo
termogelképzd tulajdonsagokkal rendelkezik, €s meghatarozza a tejfehérje
koncentratumok (MPC), savofehérje-koncentratumok (WPC) gélesedését.
A tejfehérjék koziil az egyik legallergénebb fehérjefrakcio (Bu et al., 2013)
emiatt nagy érdeklddés mutatkozik a csokkentett B-LG tartalmt anyatej-
helyettesitd tapszerek eldallitasara irant. A B-LG nagymértékben

oldhatatlan desztillalt vizben, igy dializissel kicsaphat6, €s kristalyosithatd
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(Kinekawa & Kitabatake, 1996). A daniai székhelyii Arla Foods
Ingredients Group élelmiszergyartd cég kristalyositassal el6allitott 100%
tisztasagl B-LG terméke, a Lacprodan® BLG-100, 2022. december 21-én
megkapta az Eurdpai Bizottsagtél (EK) az engedélyt az élelmiszerekrol
szolo (EU) 2015/2283 rendelet alapjan. Az engedély kimondja, hogy a
Lacprodan® BLG-100 biztonsagos ¢és alkalmas az EU-ban, az
¢élelmiszerekben valo felhasznalasra, valamint az osszetevd alkalmas a
sporttaplalkozasban és a specidlis gyodgyaszati céli élelmiszerekben

torténd kiilonféle alkalmazasra (URL1).
2.3.5 a-laktalbumin

Viszonylag kisméretii globularis fehérje, 123 aminosavat tartalmaz,
molekulatomege 14,2 kDa. Tehéntejben az 0sszes fehérje koriilbeliil 3,5%-
at, a savofehérjék hozzavetélegesen 17%-at alkotja (O’Mahony et al.,
2013). Az a-LA legfontosabb bioldgiai funkcidja a laktozszintézis és-
termelés szabalyozéasa gliikkoz és galaktoz laktozza alakuldsan keresztiil
(Brew & Hill, 1975). Ellentétben a B-LG frakcioval, amelynek

koncentracioja a laktacios stadiumban novekszik, koncentracidja a

crer

crer

csokkenése pozitivan korreldl, a tej laktéz koncentracidjanak
csokkenésével a tejben a laktacio végére (Farrell et al., 2004). Az a-LA
nagyon magas esszencialis aminosav tartalommal rendelkezik, az 6sszes
aminosav 63,2%-val. A kéntartalma 1,9%, gazdag triptofan forras
(O'Mahony & Fox, 2014). Az a-LA nem tartalmaz szabad szulfhidril
csoportokat, de négy intramolekularis diszulfidkotést tartalmaz (Brew,
2013). Az anyatejben - B-LG hianyaban - az o-LA a legnagyobb

mennyiségben eléforduld savofehérje (Lonnerdal, 2003), igy anyatej-
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helyettesito tapszerekeben alkalmazzak. Tekintettel arra, hogy az anyatej
nem tartalmaz B-LG-t, a tejipar szamara kihivas, hogy tejb6l a-LA
frakcioval dusitott termékeket allitson eld, amelyek alkalmasak

csecsemoOtapszerekben vald alkalmazasra (Edwards & Jameson, 2020).

24 A tej f6 fehérjefrakcidinak kvalitativ és kvantitativ

meghatarozasara szolgalo analitikai modszerek

A jelenleg referencia eljardskén szolgald Kjeldhal-modszert az Osszes
nitrogén, a nem-kazein nitrogén (NCN) és az NPN nyers frakciojanak
elemzésére hasznaljak, amellyel a nyersfehérje (CP), valamint a valodi
fehérje (TP) mennyisége is meghatarozhatd. Szamos tanulmany igazolta,
hogy a kazein és savofehérje frakciok mennyisége és relativ aranya
(Dalgleish, 1993; Amalfitano et al., 2019), bizonyos allélok el6fordulasa
(Bittante et al., 2012; Jensen et al., 2012/b), és a kiilonboz6 a
poszttranszlaciés modositasok (Ng-Kwai-Hang & Grosclaude, 2003;
Caroli et al., 2009) befolyasoljak a tej fizikai-kémiai, taplalkozasélettani,
valamint technologiai tulajdonsagait (Amalfitano et al., 2019), igy ezek
ismerete kulcsfontossagu a tejipar szamara.

Az elézd fejezetbdl azonban az is kitlinik, hogy tejfehérjék sokfélesége
miatt extrakcidjuk és kvantitativ és kvalitativ meghatarozasuk kihivast
jelentd feladat és még napjainkban is szamos kutatas alapjat képezi.

Az elmult harom évtizedben szdmos publikacid jelent meg az egyes
tejfehérje frakciok meghatarozasanak lehetdségeirdl, melyek koziil a
leggyakoribb a gélelektroforézis kiilonbozéd formdi, a kapillaris
zonaelektroforézis (CZE), a forditott fazisu folyadékkromatografia (RP-
HPLC) és a legijabb mikrofluid ,,lab on a chip” technika.
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A kovetkezO fejezetekben az egyes tejfehérje frakciok mindségi €s
mennyiségi meghatarozasanak lehetdségeit, a felsorolt eljarasok eldnyeit

¢€s hatranyait ismertetem.

Tejfehérje frakciok vizsgalata gélelektroforézissel

Az elektroforézis elvén alapulo elvalasztasi technikdk esetén az oldat
toltéssel rendelkezd részecskéi elektromos erdtér hatasara kiilonbozo
sebességgel mozdulnak el. A gélelektroforézist ezért széles korben
alkalmazzdk a tejben 1évé f6 fehérje frakciok és azok genetikai
variansainak elvalasztdsdra. A modszer elvégezhetd keményitod,
poliakrilamid vagy poliakrilamid-agar6éz gélen. A modszer kiilonboz6
festési eljarasokkal és denzitometrids szkennélést kovetden fehérjék
szemikvanatitativ meghatarozasara alkalmas (Dziuba & Mioduszewska,
1997; Lin et al., 2010).

A keményit6 gélelektroforézist Melachouris & Tuckey (1966) alkalmazta
eldszor kazeinek és a kazeinek egyes bomlastermékeik vizsgalatara
sajtban. A keményitd gélek ugyan jo elvalasztast tettek lehetdvé, azonban
kiontés utan gyakran opalosak és torékenyek voltak (Smithies, 1955;
Tremblay et al., 2003). Ezen hatranyok kikiiszobolésére a keményitd gélek
hasznalatat fokozatosan felvaltottak a poliakrilamid gélek hasznalata. A
poliakrilamid, az akrilamid és az N,N’-metilén-bisz-akrilamid (BIS)
térhalos  szerkezeti  polimerizacidos terméke. A  monomerek
koncentraciojaval  szabalyozhatd a gél porusnagysdga, amely
meghatarozza az atszir6dé molekuldk maximalis tomegét. A
poliakrilamid gélen végzett tejfehérje vizsgalatokra szdmos modszertani
variacio terjedt el, mint a nativ-PAGE, urea-PAGE, vagy natrium-dodecil-
szulfat-poliakrilamid-gél (SDS-PAGE) alkalmazasa.
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Nativ-PAGE

A nativ-PAGE modszer esetében a fehérjéket nativ allapotukban
valasztjak el nettd toltésiik, méretiik és alakjuk alapjan (Smith, 1984). A
,hativ”’ elektroforézis kifejezés a fehérje elemzésére utal 6sszehasonlitva
az elektroforézis egyéb formaival, ahol denatural6 (SDS vagy urea) vagy
redukald szereket, merkaptoetanol (ME) vagy ditiotreitolt (DTT))
hasznalnak (Pesic et al., 2011). Mivel a kazeinek kiilonb6z6 frakcidinak
izoelektromos pontja kdzott viszonylag kicsi az eltérés, a nativ-PAGE nem
alkalmas a kazein frakciok elvalasztasara, azonban lehet6vé teszi a
savofehérjék elvalasztasat (McSweeney ¢s Fox, 1997; Lin et al., 2010),
ezért els6sorban tejhamisitasi vizsgalatoknal alkalmazzak (Pesic et al.,
2011). A molekula tdmeg ,,l1étra” nem alkalmazhat6é ennél a médszernél,
igy a fehérjék azonositasa nehézkes, tisztitott fehérjefrakcio standardok
egyidejii futtatasaval érhetd el (Sharma et al.,, 2021). A modszer
felbontoképessége 4ltalaban kisebb, mint az SDS-PAGE moddszeré,
azonban eldnye, hogy a fehérje nativ szerkezetét elektroforézist kovetden

is lehet vizsgalni (Kurien & Scofield, 2005).

Urea-PAGE

Az urea (karbamid) nagy koncentracioban denaturdlja a fehérjéket. A
fehérje denaturalasdhoz sziikséges urea koncentracio koriilbeliil 6 M
(Schagger, 2006). A mintapufferhez adott karbamid javitja a kazeinek
elvélasztasat, azonban elmosddott, halvany a-LA és B-LG fehérje savokat
eredményez, amelyeket nehéz azonositani (Patel et al., 2006; Yukalo et al.,
2019).
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SDS-PAGE

Az SDS-PAGE technika a fehérjéket denaturalt allapotban, foként a
molekulatomegiik alapjan valasztja el. Az SDS (natrium-dodecil-szulfat)
egy erés anionos detergens, amely denaturdlja a fehérjéket a
hidrogénkotések lehasitasaval, masodlagos €s harmadlagos szerkezetiik
felbontasaval (Westermeier, 2011), ezaltal 0,1 milim6lnal nagyobb
koncentraci6 konformacioés valtozasokat okoz a fehérjékben (Reynolds &
Tanford, 1970). Az SDS a fehérjékhez specifikusan kotddik, kitekeri a
fehérjéket és ionos tulajdonsdga miatt megkdzelitdleg azonos fajlagos
(negativ) toltést biztosit a fehérjéknek. A tejfehérjék elvalasztasa esetében
a leggyakrabban alkalmazott puffer a TRIS-glicin (Laemmli, 1970). Az
SDS-PAGE soran a fehérje altal megkotott SDS mennyisége aranyos a
fehérje tomegével. Atlagosan 1,4 g SDS kotédik 1 g fehérjéhez (Reynolds
¢és Tanford, 1970; Smith, 1984). Az SDS-PAGE alkalmas a savofehérje
frakciok elvalasztasara, azonban kazein frakciok kozel azonos
molekulatomege miatt nem tal hatékony a kazeinek elvalasztidsaban.
Tovébbi hatranya, hogy a B-CN, amely nagy hidrofobitassal rendelkezik
aranytalanul nagy mennyiségii SDS-t kot meg, kdvetkezésképpen nagyobb
elektroforetikus mobilitassal rendelkezik, mint az asl-kazein, amely egy
nagyobb molekula (Creamer & Richardson, 1984). Szamos kutatasban
mégis alkalmazzdk a fehérjék latszolagos molekulatomegének
meghatarozasara (Shapiro et al., 1967, Sheehan 2009), annak ellenére,
hogy a mért érték jellemzden sokkal nagyobb, mint az egyéb technikaval
(tomegspektroszkopia) mért tényleges molekulatomeg (Dziuba et al.,
2002).
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Kétdimenzios gélelektroforézis

A kétdimenzios gélelektroforézist (2-DGE) O’Farrell (1975) alkalmazta
elsdként. Ez a technika a fehérjék két molekularis tulajdonsagat is
felhasznalja (mokekulatdmeg, izoelektromos pont), hogy megkonnyitse a
hasonl6é molekulatomegl vagy izoelektromos ponttal rendelkezé fehérjék
elvalasztasat. A 2-DGE alkalmazasakor a fehérjék szétvalasztasa az els6
dimenzidban izoelektromos fokuszalassal toltés szerint torténik (IEF),
majd a gélcsikot SDS-PAGE modszerrel molekulatomeg szerinti
szeparaljak (Ong & Pandey, 2001). A modszer hatranya, hogy a Kis
koncentracioban 1évd fehérjéket nehéz detektalni. Ennél a modszernél a
fehérjék festést kovetden nem savokban, hanem foltokként jelennek meg

a gél képén (Hinz et al., 2012).

Kapillaris zonaelektroforézis (CZE)

Kapillaris elektroforézisrdl beszéliink, ha az elektroforetikus elvalasztas
kis belsd atmérdjii (50 um) 0,5-1 cm hosszu kapillarisokban torténik nagy
fesziiltség hatasara. A legegyszerlibb ¢€s leggyakrabban alkalmazott
kapillaris elektroforetikus modszer, a kapillaris zonaelektroforézis (CZE),
amely a részecskék eltérd elektroforetikus mozgékonysagan alapul. A
kapillaris elektroforézis nem egy vertikalis vagy horizontalis gélben,
hanem egy kapillaris belsejében torténik. A modszer sokkal pontosabb a
fehérjék mennyiségi meghatarozasaban, mint a klasszikus PAGE
modszerek (Strickland et al., 2001). Szamos tanulmany beszamol a
savofehérjék (Recio et al., 1995) és a kazeinek (Otte et al., 1997; Ortega et
al., 2002), valamint azok genetikai variansainak egyidejii elvalasztasarol
(Reico et al., 1996; Recio et al., 2001). A CZE lehet6vé teszi nyolc és

kilenc foszfatcsoportot tartalmazd osl-CN elvalasztasat (Recio et al.,
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1997), az as2-CN és as2-CN genotipusainak mennyiségi meghatarozasat
(Gomez et al., 2004), valamint a kazeinek bomlas termékeinek vizsgalatat
(Otte et al., 1997). A tejfehérjék vizsgalatara els6ként Chen & Zang (1992)
alkalmazta a modszert. Kisérleteik soran azt tapasztaltdk, hogy
foszfatpuffer alkalmazasaval, urea jelenléte nélkiil a kazein frakciokat nem
sikeriil elvalasztaniuk. Karbamid foszfat pufferrel (4 M urea
foszfatpufferben, pH=7) 10 perc alatt sikeresen elvalasztottak a B-kazeint,
az a-LA-t és a B-laktoglobulint. Chen & Tusak (1994) a vizsgalataikban
magas pH-értékli nagy ionerdsségli puffert (borat puffer pH = 10,0)
alkalmaztak, azonban a savofehérjéket nem sikeriilt elvalasztaniuk. A B-
LG ¢és az o-LA egyiitt elualdédott az as-kazeinnel. A fehérjék CZE-
elemzésének egyik 0 probléméja a fehérjék adszorpcidja a negativ toltési
fuzionalt kvarc kapillaris feliiletre, ami torz csucsformékhoz és rossz
elvalasztasokhoz vezet (Chen & Zang, 1992; Reico, 1997). Els6ként
Nynke de Jong (1993) et al.-nak sikeriilt CZE modszerrel a savofehérjék
¢s a kazein fehérjek egyidejii elvalasztasa. Kisérleteikhez kvarc kapillaris
helyett hidrofil toltetli kapillarist hasznaltak fel kis pH-értékli puffer
oldattal (20 mM natrium-citrat, pH=3). A CZE el6nye a hagyomanyos
elektroforetikus és kromatografiai modszerekkel szemben a gyorsasag, a
nagy felbontas, az egyszerliség €s a kicsi iizemeltetési koltségek (Gutierrez

& Jakobovits, 2003; Kinghorn et al., 1995).

,Lab on a chip” mikrofluidikai médszer

A ,Lab on a chip” moddszer soran a vizsgalat a mintael6készitéstol a
detektalasig elvégezhetd egy darab chip feliiletén. A berendezés egy 5 cm
oldali négyzet alaku chip. A chip feliiletén taldlhatd6 mikroutakat a

vizsgaland6 mintaval és reagenssel toltik meg (Nazzaro et al., 2012). A
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méréstechnika eredetileg a DNS és az RNS szétvalasztasara és mennyiségi
meghatarozasara hasznaltak (Goetz et al., 2004). A mikrofluid technika
elénye mas elektroforézis modszerekkel szemben a rendkiviil rovid
elemzési ideje (1-3 perc), az elemzés kicsi koltsége, a nagy érzékenysége,
tovabba, hogy a mérésekhez kis mintamennyiség sziikséges (Nazzaro et
al., 2012; Dolnik & Liu, 2005; Tran et al., 2010). Biitikofer et al. (2006)
nyers és hokezelt tejek a-LA és B-LG tartalmat hataroztak meg mikrofluid,
kapillaris elektroforézissel, amelyet hagyomanyos Kjeldahl-modszerrel is
vizssgaltak. A két fehérje frakcid ardnya az sszes fehérjére vonatkoztatva
szdzalékos aranyban mikrofluid technikéval 12,8+0,2%, mig a kapillaris
elektroforézis modszerrel 13,340,6% volt. Az eredmények jo egyezdséget
mutattak a Kjeldahl-modszerrel becsiilt értékkel, amelyben a két
savofehérje frakcio aranya az 0sszes fehérjére vonatkoztatva 13,3% volt.
Anema (2009) a mikrofluid technikéval f6l6zott tej mintdkat vizsgalt.
Hatékony elvalasztast ért el a f6 kazein- és savofehérje frakcidkra. Bar a
modszer chipen beliili reprodukalhatosaga jo volt, azonban a chipek kozott
a csucsalatti teriiletek korrelacios koefficiens értékére 10-15% kozotti
értékeket figyeltek meg. Buffoni et al. (2011) mediterran vizibivalytol
szarmaz6 (Bubalus bubalis) egyedtejekbdl nyert savo mintakban vizsgalta
fehérje standardokat minden egyes chipre feltoltotték, igy az atlagos
korrelacios egyiitthato 0,95 (a-LA) 0,94 (B-laktoglobulin) és 0,93 (szérum
albumin) volt (Buffoni et al., 2011). Costa et al. (2014) TPS puffer
(karbamid koncentracio: 2 mol/L) és SEP puffer (karbamid koncentracio
6 mol/L) hatasat vizsgalta az elvalasztas javitasa céljabol. Mindkét puffer
javitotta az elvalasztast. A két puffer koziil a SEP puffer a kazein frakciok

hatékonyabb elvalasztdsat és mennyiségi meghatdrozasat eredményezte.
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Ez azzal magyarazhatdo, hogy a kazeinek karbamid jelenlétében

disszocialnak (Hames & Rickwood, 1998).

Tejfehérjék vizsgalata RP-HPLC mddszerrel

A folyadékkromatografias rendszer a legegyszeriibb esetben egy fazisbol,
a mozgofazist az oszlopon atnyomd pumpabol, valamint a molekuldk
retencids (visszatartasi) idejét jelzé detektorbol all. Jellemzden a
tejfehérjék elemzéséhez allofazisként C18 (Bobe et al., 1998/a), C8
(Bonfatti et al., 2008) és C4 oszlopokat (Ma et al., 2017) alkalmaznak. A
mobil fazis gyakran tartalmaz ionpérosito szert, példaul trifluor-ecetsavat
(TFA), amely elegendd hidrofob képességli ionpart hoz létre, hogy az
allofazis megtartsa (Sheehan, 2009). A mintaelokészités soran a
mintapuffer altalaban denaturaloészerként karbamidot vagy guanidin-
hidrokloridot,  redukaldszerként  ditiotreitol (DTT), vagy 2-
merkaptoetanolt tartalmaz. A fehérjék detektalasahoz UV, UV-VIS vagy
diddasoros detektalasi (DAD) moddot alkalmaznak, jellemzdéen 210-280
nm hullamhossza tartomanyban. Kezdetben a kazeineket €s savofehérjéket
savas kicsapassal elvalasztottak (Carles, 1986, Visser et al., 1986, Strange
et al., 1991; Parris & Baginski, 1991), mert a modszer a tejfehérjék
egyidejii elemzése nem volt alkalmas.

A tejfehérjék egyidejii meghatarozasarol elsdként szamolt be Visser et al.
(1991). Kisérleteik soran a mintapuffer redukdloszerként ureat, 2-
merkaptoetanolt és tinatrium-citrat dihidratot tartalmaztak. A folozott tej
vizsgalata sordn az a-LA-t nem sikeriilt elvalasztaniuk, mert az egyiitt
elualodott a B-CN frakcioval. Groen et al. (1994), a Visser et al. (1991)

altal leirt protokoll szerint vizsgaltak tejmintdkat azzal a kiilonbséggel,
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hogy redukaldszerként merkaptoetanol helyett DTT-t hasznaltak. Az
altaluk leirt modszerrel azonban az o-LA-t nem sikertilt elvalasztaniuk a
B-LG B frakciotol. Tovabba ellentétben Visser et al. (1991) altal leirtakkal
az a-LA nem az as1-CN és B-CN kozott elualodott. Bobe et al. (1998/b)
szamos mintael6készités protokollt és reagenst vizsgaltak a tejben 1évo
fehérjék elemzésére. A kapott eredmények 0sszhangban voltak Visser et
al.,, (1991) és Groen (1994) altal leirt eredményekkel, miszerint a
mintapufferben alkalmazott redukaloszer tipusa befolyasolja az a-LA és a
B-LG retencios idejét. Wang et al. (2009) azt tapasztaltak, hogy
amennyiben a 6 mM natrium-citratot, 20 mM DTT-t és 5 M GdnHCI-t
(pH=7) tartalmazo6 oldatothoz 0,1 M Bis-Tris vegyiiletet adagoltak, majd
az eldallitott oldatot 1:1 ardnyban (v/v) adagoltdk a tejhez, akkor a
mintaoldat tiszta lett, ezaltal lehetdvé valt a savofehérjék elvalasztasa. A
Bis-Tris elhagyasa opalos minta oldatot okozott, és a minta fehérje
tartalma az el6készitést kovetden fél ora elteltével kicsapodott, ezaltal a
savofehérjék elvalasztdsat nem tette lehetévé (Bordin et al.,, 2001).
Els6ként Bobe et al. (1998/b) fejlesztettek ki egy olyan mintael6készitési
eljarast, amely alkalmas volt egyidejlileg elvalasztani és mennyiségileg
meghatdrozni a f6 fehérje frakciokat. Kisérleteikhez a puffer oldatban urea
helyett guanidin-hidrokloridot, natrium-citratot és DTT-t és Bis-Trist
alkalmaztak. Detektalasi hullamhosszt 220 nm-nek valasztottak. Az
altaluk leirt mintael6készitési protokoll és mérési modszer lehetdvé tette a
6 kazein és savofehérje frakciok, valamint a x-kazein, B-kazein és B-LG
genetikai variansainak elvalasztasat 52 perc futasi id6 alatt. Bonfatti et al.
(2008) a Bobe et al. (1998/a) altal leirt mintael6készitési protokollal, C8-

as oszlop alkalmazéséaval és a mozgofazis Osszetételének valtoztatasaval
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az optimalizalt médszer mar lehetdvé tette a fo fehérje frakciok mellett a
genetikai variansok elvalasztasat és meghatarozasat is.

Az alfejezetben felsorolt méréstechnikak mindegyikének vannak elényei
¢s hatranyai, tovabba egyik mddszer sem nyujt teljes korti informéciot a

tej fehérjefrakcioirol.

Osszefoglalva, az elektroforetikus médszerek koziil a poliakrilamid gélen
végzett vizsgalatok elénye, hogy a f6 tejfehérje frakciok mellett kisebb
fehérje komponensek, valamint egyes fehérjefrakciok bomlastermékei is
vizsgalhatoak és nincs sziikség draga berendezésekre. Héatranya, hogy a
tobbi moddszerhez képest iddigényes és szemikvantitativ meghatarozast
tesz lehetévé. Sharma et al. (2021) szerint, a poliakrilamid gélen végzett
elektroforetikus technikak koziil az urea-PAGE a kazeinekre, mig nativ-
PAGE a savofehérjékre alkalmasabb. A kazeinek és savofehérjék egyidejii
elvélasztasra, az SDS-PAGE a legjobb modszer, mivel az SDS gélek
egyszerre képesek elvalasztani mind a kazeineket, mind a savofehérjéket
és a bruttd molekulatomegiik egyidejlileg is meghatarozhat6. Anema
(2009) eredményei alapjan a mikrofluidika chip technolégia egy gyors
alternativa lehet a tejfehérje elvalasztasara és mennyiségi meghatarozasara
azonban hatrdnya, hogy {6 tejfehérje frakciokra korlatozodik és nem
alkalmas az egyes genetikai variansok elvalasztasara. A forditott fazisu
kromatografia és kapillaris zonaelektroforézis hatékony és megbizhat6 és
reprodukélhatd vizsgalati modszer a tej f6 fehérjefrakcidinak és azok

genetikai variansainak meghatarozasara.
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2.5 Membranszeparaciés technolégiakkal a tejalkoté részek

frakcionalasa

A nyomasvezérelt membranszeparacids technologidkat napjainkban széles
korben alkalmazzdk a tejiparban a kiilonb6zd tejalkotorészek
koncentralasara, frakcionalasara, izolalasara (Novak, 1996; Brans et al.,
2004; Kumar et al., 2013; Chen et al., 2018; Chen et al., 2019; Saboyainsta
& Maubois, 2000; Hammam et al., 2021; Carter et al., 2021).

A membranszeparacid szelektiv permeabilitds elvén alapulé mivelet,
amelyben a folyadék egy vagy tobb komponensét egy félig ateresztd
membrannal, jellemzden nyomds alkalmazéasaval szeparaljak.

A tejiparban alkalmazott membranok jellemzdéen porusos szerkezetiiek.
Sziirés soran az atlagos porusméretnél kisebb molekuldkat a membranok
atengedik a permeatum aramba, mig a membranon at nem jutd nagyobb
molekuldk a retentatumban koncentralddnak. A membranszeparacio
feltételei, a megfeleld poérusméretli membran, a szliréshez sziikséges
hajtoerd (nyomadskiilonbség) és az elvalasztandd komponensek kozotti
méretkiilonbség (Szakaly, 2001; France et al., 2021/a).

Egy membran ateresztoképességét a fluxussal (J) lehet jellemezni. A
fluxus megadja a membrén egységnyi feliiletén (A), egységnyi id6 (t) alatt

athaladé permeatum mennyiségét (Vp) (Glover, 1985).
Vp

J = Axt’ [mlzh] @

A permeatum mennyiségének (Vp) és a betaplalt folyadékaram (Vb)

mennyiségének aranya szazalékban kifejezve a volumen redukcio (VR%).

VR% = -2 x 100 )
Vb
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A koncentraciés faktor (CF) a betaplalt folyadékaram térfogata ¢és

retentatum a térfogatanak hanyadosa.
CF =—= (3)

A szlirés soran gyakran adnak vizet a retentditumhoz, hogy javitsak a sz{irés
hatékonysagat (Gavazzi-April et al., 2018) csokkentve az oldhato
komponensek mennyiségét a retentatumban (Kumar et al., 2013). Ezt a
,»mosasi” eljarast, mely soran a retentatumhoz jellemzdéen reverz
ozmozissal eldallitott vizet vagy a tej nanoszirésébol szarmazd
permeatumot adnak, diafiltracionak (DF%) nevezik. A diafiltracio
mértékét a diafiltracios viz mennyiségének (Vd) és betaplalt folyadék (Vb)
mennyiségének aranya szazalékban kifejezve adja meg.

DF% = % 4)

b

Az elvalasztas hatékonysagat ateresztési értékkel (P%) jellemezhet;jiik.
o — EP
P% = —-x 100 (5)
Ahol, ¢y — a betaplalasi aramra vonatkozo oldott anyag koncentracio, cp —

a permeatumra vonatkoz6 oldott anyag koncentracio.

A membranszeparaci6 alkalmazédsanak elénye, hogy a komponensek
szétvalasztasa csak fizikai uton, fazismodosulas, ill. kémiai atalakulas
nélkiil megy végbe, energiaigénye kisebb, mint a hagyomanyos
szétvalasztasi miveleteké (Szakaly, 2001). A szeparalasdhoz nincs
sziikség hokozlésre, igy a hdérzékeny alkotorészek karosodasa is
minimalis, ,,clean label” technoldgianak tekinthetd (France et al., 2021/a;
Reig et al., 2021).
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A szlrés kialakitasa az ipari alkalmazasokban szinte kizardlag
keresztarami  (cross-flow) tipus, ahol a folyadék dramlasa a
membranfeliilethez képest parhuzamos (Chen et al., 2018).

A nyomadsvezérelt membraneljarasok 4ltalanos elve, hogy sziirendd
folyadékot a membran egyik oldalara (betaplalasi oldal) vezetjiik €s itt
nyomas kiilonbség hatasara a szétvalasztando elegy egyes komponensei
keresztiilhaladnak a membranon. A szlirési folyamat eredményeként a
szlirend6 folyadék a kiillonbozd méreti  alkotdrészekbdl, a
membranporusméretétdl fiiggben két kiillonbozd  Osszetételi  és
folyadékaram, permeédtum és retentatum (koncentratum) keletkezik.

A permeatum az oldoszert, vagyis a vizet és a membran porusain athaladé
komponenseket, mig a retentditum a nagyobb méretli komponenseket
tartalmazza, amelyek nem képesek athaladni a membranon ezaltal a
betaplalas oldali anyagaramban feldusulnak.

A membranszeparacids technologidk tejipari alkalmazasat azt teszi
lehetdve, hogy a tejalkotorészek méreteloszlasi tartomanyai viszonylag jol
elkiilontilnek, a tejalkotok kozott nagysagrendbeli méretkiilonbség van €s
nagy a diszpergalt anyagok koncentracioja (Brans et al., 2004; Kumar et
al., 2013) (2.1 alfejezet).

Az alkalmazott membran pérusmérete és a vagasi értek (MWCO,
molecular weight cut-off) alapjan az elvalasztasi folyamatokat a
mikrosziirés (MF), ultraszlirés (UF), nanosziirés (NF) és reverz ozmozis
(RO) kategoriakba sorolhatok (Lawrence et al, 2008; Saboyainsta &
Maubois, 2000; Chen et al., 2019; Saboyainsta & Maubois, 2000; Carter
etal., 2021).
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Baktériumok, sporak
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5. abra: Membranszeparacios technologia tejipari alkalmazasi

lehetdségei. (Forras: Lipnizki, 2010, sajat szerkesztés)

Az MF, UF, NF és RO membranokkal gyakorlatilag minden fontosabb
kiilonboz6é méretii tejalkotorész elvalasztasa lehetséges (5. abra), lehetéveé
téve ezaltal 1) egyedi tulajdonsagokkal és funkcionalitdssal rendelkezd
ingrediensek eldallitasat (Merin & Daufin, 1990; Brans et al., 2004; Chen
et al., 2009; Lipnizki, 2010; France et al., 2021/a).

Az RO membranok az oldott anyagokat kozel teljes mértékben
visszatartjak ezért jellemzésiikre a porusméret és a vagasi érték nem
hasznalatos.

A mikrosziir6 membranok rendelkeznek a legnagyobb poérusmérettel,
jellemzésiikre a névleges porusméret mikrométerben van megadva,

melyek jellemzdéen 0,1-10 pm porusatmérdjii membranok.
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Tejiparban a mikroszirés két legelterjedtebb alkalmazasi kore a
csiratlanit6 mikrosziirés (Pouliot, 2008) és a fehérje frakcionald

mikrosziirés (Carter et al., 2021; Hammam et al., 2021).

Polimer membranok jellemzése

A polimer anyagok fluorpolimerek, a hidrofob polimerek koz¢ tartozik a
politetrafluor-etilén (PTFE) a poli(vinilidén-fluorid) (PVDF) és a
polipropilén (PP), mig hidrofil polimerek kozé a celluléz acetat, a
polikarbonat (PC) és a poli(éterszulfon) (PES) (Mulder, 1996).

A polimer membranok koziil a PS- és PES membranok széles pH-,
hémérséklet- és vegyszertliréssel rendelkeznek, valamint elényiik, hogy a
pérusméretek széles skalajaval, sokféle konfiguracioban gyarthatok.
Hatranyuk, hogy alacsony mechanikai szilardsag miatt azonban gyakran
alacsony iizemi nyomasra korlatozodnak. A PVDF membranok a PES
membranok szamos eldnyével birnak, ugyanakkor a hdmérsékleti és pH-
tirés tartomanya sziikebb hatarok ko6zé korlatozodik. A kazeinek
frakcionélasara PVDF-et vagy PES-t hasznalnak. A polimer membranok
legnépszeriibb konfiguracioja a spiraltekercselt membran (Spiral Wound,
SW) 6. abra, mivel ez a konfiguraciéo a membrantérfogatra vetitve nagy

feliilettel rendelkezik.
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Membran

\ W “~Permeatum
gyiijté cso

Permeatum
tavtarto

6. abra: Spiraltekercselt membran felépitése (Forras: Baker, 2002)

Spiraltekercselt modul esetében tobb lapmembrant spiralszeriien tekernek
fel egy perforalt cs6 koré. A spiraltekercset egy hengeres palastba
helyezik. A szlirendd anyagot a palasttérbe vezetik, ahol az a tavtartok altal
biztositott résben aramlik hosszanti irdnyban. A nyomaskiilonbség
hatasara folyadék egy része a membranon keresztiil a membran belsejébe
jut, és a permeatum gyijté csovon keresztiil tavozik (Chen et al., 2020).

Fehérje frakcionalé mikrosziirés sordn, a hidrofil és negativ toltési
membran a legelonydsebb a hidrofob fehérjék a membranfeliilethez valo
kotddésének minimalizalasa tekintetében. Alternativ megoldasként a
hidrofob polimer membranok feliilete, mint példaul a PVDF is kémiailag
kozvetleniil modosithatok hidrofil polimerek hozzaadasaval a membran
gyartasi folyamata soran (Liu, 2001). Crowley et al. (2015) kiilonb6z6
polimer membranok PES és PVDF hatékonysagat vizsgaltak a f616zott tej
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mikroszlirése soran. A szerzOk arrdl szamoltak be, hogy az azonos
porusméretit. PES ¢és PVDF membranok Iényegében azonos
szelektivitassal rendelkeztek, azonban a PES membran esetében nagyobb

fluxust és kisebb membranszennyezddést eredményezett.

2.6 Tejfehéjre frakcionalé mikrosziirés

A 0,2 um (0,02-0,40) atmér6jii kolloid szuszpenzidban 1évé kazein
micellak koriilbeliil szazszor nagyobbak, mint a tejben oldatban 1évo
savofehérje frakciok 0,02 um (0,003-0,010) (Walstra et al., 2006). Ezaltal
0,1- 0,5 pm pérusméretic membranok lehet6vé teszik a kazeinmicellak és
savofehérjék elvalasztasat sovany tejb6l (Hammam et al., 2021; Carter et
al., 2021; Salunke et al., 2021; Marella et al., 2021; France et al., 2021/a).
A fehérje frakcionald mikrosziirés soran a kazein micellakat visszatartja a
membran, igy a retentditumban dasulnak, mig kisebb tejalkotorészek, a
savofehérje és az oldott anyagok 4thaladnak a membranon és a
permeatumba jutnak at (Saboyainsta & Maubois, 2000; France et al.,
2023). A mikroszirés eredményeként keletkezett kazeinben dus
retentatumot micellaris kazein koncentratumnak (MCC), a savofehérjében
gazdag permeatumot ,idealis" (ideal whey, virgin whey) savonak

nevezzik.

Micellaris kazein koncentratum /Mikrosziirt retentatum jellemzése

A micellaris kazein koncentratum (MCC) egy nagy fehérjetartalma
koncentralt folyékony kolloid szuszpenzid, amelyet jellemzden folozott
tejbdl mikrosziiréssel 3x-os koncentracios faktorral és diafiltracio

alkalmazasaval allitanak el6 (Hammam et al., 2021). Az MCC foként
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micellaris formaban 1€évé kazeinekbdl, laktdézbol, asvanyi anyagokbdl az
alapanyagként szolgalo tejhez képest csokkentett mennyiségii
savofehérjébdl all. Hazankban nincs eldiras az MCC, vagy a poritott
micellaris kazein por (MCN) Gsszetételére. Az American Dairy Products
Institute (ADPI) megfogalmazasaban az MCC egy koncentralt fehérje,
amelyben a kazeinek és a savofehehérjék aranya 82:18-95:5 (URL,). Az
MCC felhasznaldsa sokrétli. Az Eurdpai Unidban 4ltaldban sajttej
fehérjetartalmanak bedllitdsara hasznaljak, javitva a sajthozamot
(Neocleous et al., 2002; Hammam et al., 2022). A hdéérzékeny
savofehérjék hianyaban, nagy fehérjetartalmu UHT italok gyartasahoz is
hasznalhato, mert elkeriilheté a termék nem kivant gélesedése (Singh et
al.,, 2019). Tovabba fehérjeszeletek és a gorég tipusi joghurtok
eléallitasahoz is alkalmazzak (Bong & Moraru, 2014; Wilbanks et al.,
2023).

Mikrosziirt permeatum/Idealis savo jellemzése

A fehérjfrakcionald mikrosziirés soran a sajtsavohoz hasonld Osszetételii
permeatum keletkezik, amely foként savofehérjékbol (foként B-LG, a-
LA), laktoézbol, asvanyi anyagokbdl és NPN-bél all (Saboyainsta &
Maubois, 2000).

Az idedlis savo eldnye a sajt savoval szemben, hogy oltd, kultlira, szinezék
és tejsav maradvanyaitdl mentes, amelyek mind nemkivéanatos
funkcionalis- és érzékszervi tulajdonsagokhoz vezethetnek tovabbi
feldolgozas esetén. Az idealis savo tovabbi eldnye, hogy nem tartalmaz
glikomakropeptidet (GMP).

A GMP a sajtgyartas soran az olto hatasara a k-CN enzimes hidrolizisekor

keletkezik, a k-CN 64 aminosav hosszisagi C-terminalis fragmentuma
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(Neelima et al., 2013), amely a sajtsavo nitrogéntartalmanak 20-25%-at
teszi ki (Farias et al., 2010).

A mikrosziirt permeatum a mikrosziirés technologianak kdszonhetéen Kis
csiraszammal rendelkezik, és nem tartalmaz zsirt. Eppen ezért kivalo
alapanyagként szolgal savofehérje koncentratumok eldallitasdhoz,
amelyet  specialis ¢lelmiszeripari  alkalmazasokhoz,  példaul
csecsemOtapszerhez vagy sportolok, valamint idds vagy legyengiilt
embereknek taplalasara célzo6 termékhez hasznalhatok fel. (Saboyainsta &
Maubois, 2000).

A fehérjefrakcionald6 mikrosziirés sordn a technoldgiai paraméterek
tekintetében, az alkalmazott membran tipusa, porusmérete, a sziirési
hémérséklet, a tej kezdeti hokezelése, a transzmembrannyomas, a
volumenredukcio- és a diafiltracio mértéke tekintetében nagy eltérések
figyelheték meg. A mikrosziirés soran a hdmérséklet 4-50 °C, a membran
porusmérete 0,01-0,5 um, a koncentracios faktor 1,25-3,2, kozott mozog.
A TMP 0,5 -3 bar nyomasig terjed, a dialfiltracié mértéke pedig a 0% t6l
250%-ig (Hartinger et al., 2019; Beckman et al., 2010; Beckman és
Barbano, 2013; France et al., 2021/b; France et al., 2023; Manon Granger-
Delacroix et al., 2020; Mercier-Bouchard et al., 2017; Jarto et al., 2018;
Schiffer et al., 2021; Salunke et al., 2019).
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2.7 Atejfehérje frakcionalé mikrosziirés hatékonysagat befolyasolo

fobb tényezok
2.7.1 Tej kezdeti hokezelése

A magas homérsékletli, rovid ideig tarté hokezelés az elsé miiveletek
egyike a mikroszlrés soran. A tej hdékezelési paraméterei azonban
befolyasolhatja a kazeinek és savofehérjék elvalasztasat (Hurt & Barbano,
2010; Schiffer et al., 2021). A pasztérozés (72 °C, 15 s) soran a fo
savofehérjék  denaturacidja  elindulhat, mely sordn savofehére
aggregatumokat (de Wit, 2009), vagy savofehérje - kazein komplexeket
képeznek (Donato & Guyomarc'H, 2009). Az a-LA azonban alacsonyabb
atmeneti hdmérséklete ellenére héstabilabb, mint a f-LG (Dalgleish, et al.,
1997). igy az aggregalt savofehérjék, féként a B-LG, diszulfidkotéseken
keresztiil komplexeket képezhetnek k-CN frakcioval, amelyek igy, 30-100
nm-es méretii részecskéket eredményeznek (Anema & Li, 2003). Abban
az esetben, ha az alapanyagként szolgalo tej tartdsan magas hdmérsékleten
torténd hokezelésnek van kitéve, a mikrosziirés eredményeként a
retentatum nem micellaris kazein lesz, hanem egy olyan termék, amely a
kazein ¢és a savofehérje aranyat tekintve inkdbb a tejfehérje-
koncentratumhoz hasonld, ahol a kazeinek és savofehérjék aranya a tejjel
megegyez6, 80:20 (URL?2).

Svanborg et al. (2014) pasztérozott és nyers tejet (73 °C, 15 s) mikrosziirt
0,2 um-es kerdmia membranok alkalmazasaval. A tejmintat, a permedtum-
¢és retentatum mintdk fehérjeprofiljat RP-HPLC modszerrel elemezték. A
nyerstejben (p<0,05) és a nyerstejbdl eldallitott MF permeatumban
szignifikansan (p<0,001) nagyobb B-LG koncentraciot mértek, mint a

pasztérozott tejben és az abbol szarmazdé MF permedtum mintaban. A
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crer

tejben, sem a permeatum mintakban savofehérje frakciok (a-LA és B-LG)

relativ aranyat.
2.7.2 Sziirési homérséklet

Jelenleg a tejiparban hagyomanyosan a fehérjefrakcionald mikrosziirést
melegen, 45-50 °C-on végzik. A mikroszlirés azonban ebben a
hémérséklettartomanyban, a termofil (melegkedveld) baktériumok
szaporoddsa miatt mikrobiologiai problémakat okozhat, leginkabb a
Bacillus spp. és a Geobacillus spp. fajok szaporodasanak kedvez, amelyek
héstabil protedzokat, lipazokat és savakat termelhetnek, ezaltal negativan
befolyasolhatjak a végtermék mindségét (Chamberland et al., 2019;
Schiffer & Kulozik, 2020).

Ezen hatranyok kikiiszobolésének érdekében az utobbi években egyre
nagyobb tendenciat mutat a hideg mikrosziirés alkalmazéasa, amely 4-20
°C kozotti hdmérsékleten végzett folyamatot foglalja magaban (France,
2021/a). A szlirési homérséklet azonban nem csak a mikrobiologia
szaporodas mértéke miatt jelentds, hanem hatassal lehet membréanok
teljesitményére, a kazeinek ¢€és a savofehérjék elvalasztdsdnak
hatékonysagara, az egyes fehérjefrakciok retenciojaral/ ateresztési értékére
a membran szennyezddés mértékére és tipusara és az lizem

energiaigényére is.

1.7.2 Sziirési homérséklet hatasa a p-CN ateresztési értékére
A hagyomanyos, meleg mikrosziirés soran (45-50 °C-on) a kazein
micellan beliili hidrofob kdlesonhatasok erdsek. Hideg mikrosziirés soran

(4-20 °C), azonban a hidrofob kdlcsonhatasok gyengiilnek, mely a kazein
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felszinére, majd onnan a tej szérum fazisba keriil. Hideg mikrosziirés soran
a monomer allapotban 1évé B-CN (7-8 nm) a membranon athaladva a
permeatumba keriil (Zulewska et al., 2018). Ezaltal a f616z06tt tej magas
meleg szlirési hdmérsékleten vald mikrosziirése idealis savot eredményez,
amely lényegében nem tartalmaz [-kazeint; ezzel szemben a hideg
mikrosziiréssel olyan idealis savot eredményez, amely 3-kazein frakcioban

dus (France, 2021/b).

Sziirési homérséklet hatasa a fluxusra
Kolloidrendszerek, mint példaul a tej, aramoltathatésag szempontjabdl a
nemnewtoni folyadékok kozé tartoznak, ezért a relativ viszkozitas
fogalmat vezették be, amely mindig a meghatarozott koriilmények
(nyiroerd, nyirasi sebesség) kozott végzett mérésekre vonatkoznak. A tej
relativ  viszkozitasa a zsirtartalom és a szarazanyag-tartalom
novekedésével rohamosan novekszik, a homérséklet fliggvényében
enyhén csokken. Ezzel szemben a valodi oldatok, mint az MF permeatum
is, viszkozitasa kizarolag a hdmérséklettdl és az oldatkoncentraciotol fiigg.
A sziirési hdmérséklet csokkenésével a permedtum viszkozitdsa nd, amely
kisebb permeatum fluxust eredményez. A Darcy-térvény értelmében a
fluxus a kovetkezo képlettel irhato le (France et al., 2021/a),

] =

TMP
n*R

(6)
ahol J a fluxus, TMP a transzmembrannyomads, 1 a membran atereszto

folyadék viszkozitdsa az adott sziirési hdmérsékleten, R a hidraulikai

ellenallas, amely a membran (Rm), illetve a membranon talalhato
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szennyezbdések altal (Rf) okozott ellenallasok Osszege (France et al.,
2021/a).

A fenti Osszefliggésbdl lathatd, hogy a permeatum fluxus egyenesen
aranyos a TMP-vel és forditottan aranyos a membranon athalado6 folyadék
viszkozitasaval az ellenallassal (Marshall & Daufin, 1995; Le Berre és
Daufin, 1996). Az 0Osszefiiggés alapjan a meleg mikrosziirés soran a
permeatum aram viszkozitasa alacsonyabb, ezaltal magasabb fluxus érhetd
el a mikrosziirés soran, mely altal nagyobb hatasfokkal lehet eltavolitani a
savofehérjéket, mig hideg mikroszlirés soran hosszabb lizemelési idére
vagy nagyobb membranfeliiletre lehet sziikség a kivant kapacitas

eléréséig.
2.7.3 Membran eltomodés

A membraneltomédés a tej mikrosziirése soran tovabbra is az egyik
legnagyobb kihivast jelent probléma. A mikrosziirés soran, a membran
feliiletén a tejalkotorészekbdl egy masodlagos sziiréréteg alakulhat ki. A
szlirési teljesitményt befolyasolja a koncentracio polarizacio is (Jarto et al.,
2018).

A masodlagos szliréréteg megvaltozott Osszetételll lerakodasi réteg
kialakuldsdhoz vezet, ezaltal negativan befolyasolja a membranok
szelektivitasat (Beckman & Barbano, 2013).

Koncentracio polarizacionak nevezziik azt a jelenséget, amikor a sziirés
folyaman a szlirend6 folyadék egyik komponensnek a masik
komponensnél nagyobb mértékli ateresztése a membranfeliilet és a
folyadék fotomege kozott koncentracio  gradiens  kialakulasat
eredményezi, egy hatarréteg kialakulasat okozza, amely befolyasolja a

permeatum aramlast (Aimar et al., 1994).
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Tanulményok alapjan a hatarréteget felépitd molekuldk a fehérjék és az
asvanyi anyagok (Cheryan, 1998; Beckman & Barbano, 2013; Tan et al.,
2014). A fehérje eredeti molekulakat a kazein és a savofehérje
adszorpcidja okozhatja a membran feliiletén vagy a membran porusaiban
(James et al., 2003; Koh et al., 2012), mig az asvanyi anyag eredetli
szennyezOdés nagyrészt a kalciumnak koszonhetd, amely eldsegiti a
fehérje-fehérje és a fehérje-membran kdlcsonhatasokat.

A Kkalcium-foszfat oldhatosaga forditottan aranyos a homérséklettel
(Glover, 1985). A homérséklet emelkedésével csokken a kalcium-foszfat
szérumfazisaban (Pouliot et al., 1989; Fox et al., 2015; France et al.,
2021a) felgyorsitva annak kicsapodasat (Nieuwenhuijse & Huppertz,
2022). A kalcium-foszfat lerakodasa a membran felszinén vagy porusaiban
hideg mikrosz{irés alatt feltehetéleg kevésbé jelentds, mint a hagyomanyos
meleg MF soran (Nieuwenhuijse & Huppertz, 2022).

A fenti ismeretek fényében, még ha a hideg MF esetében a fluxus értékek
bar kisebbek, a szennyezédés mértékének kis mértékének kovetkeztében,
meglehet, hogy kevésbé jelentés a membraneltomdbdés, ezaltal kevesebb
leallasi 1d6t igényel, valamint a viz- és tisztitoszer-fogyasztas csokkenését

eredményezhetik a CIP (Clean in Place) soran.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Kisérletek és vizsgalatok helyszine

Kutatdsaimat a Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet Kft. (MTKI Kft.)
mosonmagyarovari székhelyén és a Széchenyi Istvan Egyetem, Albert
Kazmér Mosonmagyarovari Karan végeztem. A HPLC mddszer
fejlesztését a Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet Kutato-
Elelmiszervizsgaldo és Nyerstejmindsité Laboratoriuméban, mig a
membranszeparacios kisérleteket az MTKI Kft. kisérleti lizemében

hajtottam végre.

3.2 RP-HPLC-DAD méddszer fejlesztése a tejben 1évé fo fehérje

frakciok elvalasztiasara és mennyiségi meghatarozasara
3.2.1 Felhasznalt standardok

A HPLC elemzések soran a {6 tejfehéjre frakciok azonositasat és
mennyiségi meghatarozasat kereskedelmi forgalomban kaphatd, liofilizalt
kazein- és savofehérje frakcio standard vegyiiletek alapjan hataroztam
meg. A kiilonbo6z6 tisztasagu standard vegyiiletek a kovetkezok voltak: k-
kazein (>70%), as-kazein (>70%), B-kazein (>90%), o-laktalbumin
(>85%), B-laktoglobulin A (>90%), B-laktoglobulin B (>90%). A felsorolt
standardok mindegyike a Sigma-Aldrich (Magyarorszag) termékei voltak.

3.2.2 Felhasznalt reagensek és vegyszerek

A tejfehérjék kromatografias elvalasztasahoz sziikséges pufferoldatok

készitéséhez analitikai tisztasagu guanidin-hidrokloridot (>99%),
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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
tisztasdgu acetonitril (ACN) (Molar Chemicals Kft., Halasztelek),
valamint nagytisztasagu viz (fajlagos ellenallasa: 18MQ cm, 25 °C) 99%-
os  tisztasagh  trifluorecetsav  (Sigma-Aldrich, = Magyarorszag)
felhasznélasaval készitettem el. A tejmintakat NBF-tej konzervald oldattal

tartositottam, 1,1 mL NBF/100 mL tej hozzaadasaval.
3.2.3 Tejmintak

A modszerfejlesztéshez nyers- és hokezelt tejeket is felhasznaltam,
amelyek egy része kereskedelmi forgalomban kaphatdé kiilonbozo
hékezelést (pasztérozott, ESL, UHT) fogyasztoi tejek voltak, melyeket
mosonmagyarovari hiper- és szupermarketekbdl szereztem be. A nyers
elegytej mintak az Ovartej Zrt. (Mosonmagyarovar) tejiizembdl
szarmaztak. A HPLC modszer teljesitményjellemzdinek
meghatarozasdhoz az egyedi tejmintakat, a Tebike Kft. (Gy0r-
Ménféesanak) bocsatotta rendelkezésemre. A B-kazein fehérje esetében a
genotipusok azonositdsahoz igazolt P-kazein statusz(i Holstein-friz
egyedektdl szarmazd egyedi tejmintdk a Makrom Kft. (Magocs,

Magyarorszag) szarvasmarhatelepérdl szarmaztak.
3.2.4 Alkalmazott késziilékek

A HPLC méréseket 1égmentesité egységgel, kétcsatornas pumpaval,
binaris nagynyomasu szivattyaval (Flexar FX-15 UHPLC), automata
mintaadagoloval, kolonna termosztattal és diddasoros optikai egységgel

ellatott detektorral (DAD), gazmentesitd egységgel felszerelt Perkin Elmer
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(Waltham, Massachusetts, USA) tipusit  nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias rendszeren hajtottam végre. A minték injektalasa
egy 100 pL-es hurokkal felszerelt automata injektor szelepen keresztiil
tortént. A HPLC berendezést egy szoftveren (Chromera CDS) keresztiil
miikddtettem, mely szabalyozta az oldoszer gradienst, adatgyiijtést €s
adatfeldolgozast. Az analitikai mérések soran felhasznalt nagytisztasagu
vizet Zeener Power (Human Corporation, Korea) viztisztito rendszerrel
allitottam eld6. A mintdk centrifugalasahoz Eppendorf 5804R tipusu
centrifugdt hasznaltam, a mintdk kevertetését DLAB-MX-S tipusu
kémcsorazoval végeztem. Az eluenseket VWR USC-TH tipusu

ultrahangos kddban gazmentesitettem.
3.2.5 Standardok és pufferek készitése

A HPLC elemzések soran a kovetkezo torzsoldatokat, puffer oldatokat és

mintaoldatokat készitettem el:

Torzsoldatok és standard mintaoldatok
A torzsoldatok készitését a vizsgalt fehérjefrakciok pontos bemérését
kovetden a nagytisztasagu vizben oldottam. A standard mintaoldatok az
egyes fehérjefrakciok torzsoldatainak nagytisztasdgu vizzel torténd
megfeleld higitasaval késziiltek. A torzsoldatok a kdvetkezdk voltak:

- k-kazein (xk-CN): 0,06987 g/5 mL

- os-kazein (as-CN): 0,15645 g/5 mL

- o-laktalbumin (a-LA): 0,02066 g/5 mL,;

- B-kazein (B-CN): 0,07908 g/5 mL,;

- B-laktoglobulin A (B-LGA): 0,04221 g/5 mL

- B-laktoglobulin B (B-LGB): 0,04269 g/5 mL
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Az as1-CN ¢és as2-CN esetében egyedi fehérje frakcid standardok nem
elérhetéek kereskedelmi forgalomban. Szakirodalmi adatok alapjan
Maurmayr et al., 2013) az as-CN standard az asl- és as2-CN frakciot 1:4
aranyban tartalmazza, igy kalibracios mérogorbe elkészitéséhez az elobbi

aranyt alkalmaztam.

Puffer oldatok

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 nagytisztasagi 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.

3.2.6 Mintaelokészitési protokoll

Nyerstej, hokezelt tej

A vizsgalt mintak elokészitése kisebb modositasokkal Bobe et al., (1998/a)
modszer leirdsa alapjan tortént. A nyerstej és a hokezelt (ESL, UHT,
pasztérozott tej) esetében a homogén szobahdmérsékletli tejmintat egy 2
mL-es Eppendorf csében 1:1 (v/v%) ardnyban (800-800 pL) higitottam az
A-pufferrel. Lezartam, majd 10 masodpercig intenziven kevertettem
kémcsorazoval, ezutan 1 oran keresztiil szobahomérsékleten inkubaltam.
Az inkubécios 1d6 letelte utan, 15 percig 4 °C-on, 14000x g
fordulatszamon centrifugaltam mikrocentrifugaban. A keletkezett szilard
zsirréteget steril spatulaval eltavolitottam, majd a zsirmentes feliiluszot 1:3

(v/v%) aranyban (300-900 pL) higitottam a B-pufferrel, amellyel ismét 10
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masodpercig intenziven kevertettem. A kapott oldatot sziirés nélkiil

kozvetleniil injektaljam a HPLC kolonnara.
3.2.7 Kromatografias koriilmények

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

programja soran a kovetkezd gradiens elticiot alkalmaztam:

2. tablazat Optimalt gradiens elicid

Aramla
1d6 (perc) (mlljlg)le?(i) %A %B
05 1,1 70,9 20,1
20,0 1,1 54,0 46,0
0,1 1,1 70,9 29,1

Az automata mintaadagold tér homérséklete 10 °C-ra volt bedllitva, a
minta injektalas térfogata pedig 20 pL volt, 40 °C-0s kolonnatér

homérséklet alkalmazasa mellett.

3.3 RP-HPLC-DAD modszer teljesitményjellemzéinek

meghatarozasa

Az optimalt HPLC eljaras validalasat két korabbi kutatas, Bobe et al.,
(1998) és Bonfatti et al., (2008) alapjan végeztem el. Az optimalt modszer
validdlasa sordn a kovetkezd teljesitményjellemzdket hatdroztam meg:

specificitas, linearitds, = modszer  precizitas (ismételhetdség,
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reprodukalhatosag), oldatstabilitas, meghatarozasi hatar (limit of
quantitation, LOQ), torzitatlansag. A modszer teljesitményjellemzdinek
meghatdrozasa 0t egymast kovetd napon tortént. A modszer fejlesztése
alatt a mérések soran megallapitottam, hogy a mintdk fagyasztisa —
fliggetleniil a fagyasztva tarolas idejétdl — befolyasolhatja egyes fehérje
frakciok elvalasztasat €s mennyiségi meghatarozasat, ezért a nyerstej
mintakat elézetes kisérletek alapjan 0,9% (V/V%) NBF-konzervalé oldat
hozzéadasaval tartdsitottam, és a vizsgalatok elokészitéséig hiitve (2-5 °C)
taroltam a mikrobialis ndvekedés €s az enzimaktivitas minimalizaldsdnak

érdekében.
3.3.1 Specificitas és szelektivitas

A specificitast a vak oldat (mintapuffer), valamint a B-eluens és tej
mintamatrix kromatogramjanak Osszehasonlitdsaval végeztem el. A

modszer szelektivitasat csucstisztasag vizsgalattal igazoltam.
3.3.2 Linearitas, torzitatlansag

A standard oldatok koncentracidéi €s a kromatografids csucsteriiletek
kozotti korrelaciot vizsgaltam 6 koncentracio pontban 3-3 injektalassal. Az
egyes fehérje frakciok torzsoldataibol kiilonb6zé koncentracio-
tartomanyban kalibracios egyenest vettem fel, melynek linearitasat
regresszio analizissel, a legkisebb négyzetek modszere alapjan vizsgaltam.
A modszer torzitatlansaganak meghatarozasahoz az egyes fehérjefrakciok
visszanyerhetdségét vizsgaltam. Az egyes fehérje frakciok kalibracios

crer

valo eltérése alapjan hataroztam meg, a vizsgalt fehérjefrakciok esetén hat
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koncentracio szinten. A kapott eredményekbdl atlagos visszanyerhetdségi

szazalékot hataroztam meg minden fehérjefrakciora.
3.3.3 Precizitas (ismételhetdség, reprodukalhatosag)

A precizitdas meghatarozasahoz fent emlitett két tanulmény alapjén tiz
egyedi nyerstejmintat hasznaltam fel. Az ismételhet0ség vizsgalata soran
egy egyedi homogén tejmintat egymast koveten tizszer injektaltam az
oszlopra, mig a reprodukalhatosaghoz négy napon keresztiil elemeztem a

vizsgalat napjan el6készitett tiz kiilonb6z6 egyedi homogén tejmintat.

3.3.4 Kimutatasi hatar (LOD — Limit of Detection) és
meghatarozasi hatar (LOQ — Limit of Quantification)

Az egyes fehérjefrakciok kimutatasi hatarat (LOD), valamint a
meghatarozasi hatarat (LOQ) az egyes fehérjefrakciok kalibracios
mérégorbéi alapjan, a valaszjel-koncentracio kapcsolatra illesztett
regresszio modszerrel becsiiltem meg a kovetkez6 képlet szerint:
LOD = 3,3 X 6/S, (6)
LOQ =10 X o/S, (7)
ahol o a tengelymetszet standard hibaja, az S pedig a tengelymetszet.

3.3.5 Oldatstabilitas

Bar az elemzési id6 viszonylag révid — mindossze 20 perc — az
elemzendd mikrosziirt permeatum és retentatum mintak nagy szdmanak

kovetkeztében, a mintak egy része csak a mintaelokészitést kovetden orak
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mulva keriil elemzésre, amely 1d0 alatt az automata mintaadagoldban, a
mintak elOkészitett allapotban vannak az injektalasig. Az oldatstabilitas
vizsgalata mellett a tovabbi érv az volt, hogy az oldatban felhasznalt DTT
reagens az oldatban nem stabil.

Az oldatstabilitas vizsgalata soran, azonos injektalasi koriilmények mellett
(10 °C) tanulmanyoztam a mintaoldatban meghatarozando fehérjefrakciok
stabilitasat. Ehhez az elOkészitett mintaoldatot 16 oran keresztiil
injektaltam, majd egyes fehérje frakciokra kapott csticsalatti teriileteket az

eltelt id6 fliggvényében értékeltem.

3.4 Mikrosziirési kisérletek

A doktori munkdm masodik felében pasztérozott, folozott tejet
mikroszirtem 0,2 pm ¢s 0,5 pm névleges porusméretli spiraltekercselt
PVDF membrannal hideg (15 ©) C és meleg (45°C) szlirési hdmérsékleten.
A mikrosziirési kisérletek soran minden esetben a tejre vonatkozatott 66%-
0s volumenredukcidt és 120%-os diafiltraciot alkalmaztam allando, 0,8
bar TMP mellett. A mikroszlrés és a diafiltraci6 szakaszos (batch)
lizemben tortént.

Minden kisérletet harom fiiggetlen ismétléssel végeztem. A mikrosziirések
soran, permeatum €s retentatum fazismintakat vettem a sziirés kiilonb6z6
volumenredukciés és diafiltracios fazisaiban, hogy meghatarozzam a
mintak fehérjeprofiljanak vizsgalatan keresztiil azt, hogy a sziirés soran
alkalmazott volumenredukcio és a diafiltracio mértéke, valamint a szlirési
hémérséklet és membran porusmérete, hogyan befolyasolja az egyes
fehérjefrakciok retencidjat/ateresztési értékét, ezaltal a végtermék

fehérjeprofiljat. A mikrosziirések kisérleti elrendezése a 7. abran lathato.
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2 ng MF polimer spiral
Membran tipusa membran
I
1 1

by 0,2 um 0,5 wm
porusmerete

Sziirési o o o o
hémérséklet 15°C 45°C 15°C 45°C

7. abra: Mikrosziirési kisérletek sematikus dbréja

3.4.1 Felhasznalt tej

A tizenkét mikrosziirési kisérlet elvégzése — mind a tej sziikséges
mennyisége, mind a mikroszlirés- és a mintdk elemzési ideje miatt —
kivitelezhetetlen volt egy tétel elegytej felhasznalasaval, ezért minden
mikrosziirési kisérletet eltéré oOsszetételi elegytejjel végeztem. Igy a
doktori munka keretein beliil 6sszesen 3600 liter tejet hasznaltam fel. Egy
mikrosziirési kisérlethez 300 liter pasztérozott (72 °C, 15 s), folozott;
(zsirtartalom <O0,1 g/100 g) tejre volt sziikség. A tejet két kozeli
tejiizembdl, az Ovartej Zrt. (Mosonmagyarovar) vagy a Sole-Mizo Zrt.
csornai lizemeibdl vasaroltuk meg. A tej hiitve szallitva érkezett a kisérleti
lizembe, és a beérkezést kdvetden tovabbra is hiitve taroltam (5-8 °C). Az
adott tétel tejet minden esetben a beérkezés napjan beérkezéstdl szamitva
legfeljebb egy oran beliil mikrosziirtem. A mikrosziirési kisérleteket a 8.
abran lathaté, az MTKI Kft. altal tervezett kisérleti mikrosziird

berendezésen végeztem.
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el

8. abra: A kisérleti MF berendezés vazlatos rajza.
1. el6téttartaly; 2. betaplalo szivatty; 3. sziird; 4. recirkulacios szivattyu,

5. multicsoves hdcseréld; 6. mikrosziré membranhazak

A mikroszlird berendezésben a folyadékok betéplalasat egy betaplalasi
szivattya (SPXFLOW, Magyarorszag), az aramlasat pedig egy frekvencia
valtoval ellatott centrifugdl szivattyth (SPXFLOW, Magyarorszag)
biztositotta. A folyadékok hémérsékletének szabalyozasat goéz- illetve
jeges viz rendszerrel ellatott multicsoves hdcserélovel végeztem. A
kisérleti berendezés beépitett nyomasmérokkel (Tempress, Dania) harom
digitalis elektromagnes aramlasmérével (SIEMENS SITRANS FM MAG
5000, Franciaorszag) és digitalis homérséklet méré miiszerrel volt
felszerelve. A membranmodul bevezeto része el6tt s kimeneti része utan
a berendezésen taldlhatd nyoméasmérdkrdl leolvashatd a retentatum- €s
permedtum oldali nyomas érték. A két érték kiilonbsége adja meg az

alkalmazott transzmembran nyomast.
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3.4.2 Alkalmazott membran modulok

A sziirési 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
porusatmérdji, fluoropolimer spiraltekercselt membrant alkalmaztam. A
membranok hosszusaga 965 mm, atmérdjiik 160,-162,0 mm, hosszuk 965
mm, mig a tavtartdo (Spacer) vastagsaga 48 mil (1,17 mm) volt. A
spirdltekercselt membrinok mindegyike egyenként 154 m? aktiv
szuréfeliilettel rendelkezett. A kisérletek sordan egy membrannal
mikroszlirtem. A megfeleld porusméreti membrant a mikroszlird
berendezés egyik rozsdamentes acél membranhazba, vizszintesen
szereltem be. A kisérleteknél hasznalt spiraltekercselt mikrosziiré (MF)

membran modulok adatait a 3. tablazatban ismertetem.
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3. tablazat: Mikrosziiré membran modulok jellemzoi

Membran modul Alfa Laval MFP2 Alfa Laval MFP5

Névleges porusméret 0,2 um 0,5 um

Membran modul
6338/48 P 174516 6338/48 P 114046

azonosito jele:

Névleges sztirofeliilet: 15,4 m?
Spacer vastagsag: 48 mil
Membran anyaga Polipropilén, fluoropolimer
Max betaplalasi nyomas 0,3—2,5bar
Max hémérséklet: 65 °C
pH-tartomany

(termékkel): o
pH-tartomany

(tisztitasndl): s
Hosszusag: 965 mm
Atméro: 160,0-162,0 mm

A diafiltraciés viz eldallitdsdhoz FILMTEC 3840/30FF tipust

membrannal eldallitott RO vizet alkalmaztam.

3.4.1 Membranok tisztitasa

A kisérleteket kdvetden a membranokat minden esetben egy harom fazist

eljaras szerint tisztitottam:
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Az elsd tazisban vezetékes ivovizhez 11-12 pH-értek eléréséig 40%-0s
toménységii NaOH-t és 50 gramm etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA)
adagoltam. Az elkészitett mosodvizet 30 percig cirkuldltattuk a
berendezésben, majd a berendezést vezetékes ivovizzel oblitettiik 7 pH-
érték eléréséig.

A masodik fazisban vezetékes ivovizhez 2-3 pH-érték eléréséig 65%-0s
toménységli salétromsavat (HNOsz) adtam. Az elkészitett mosévizet —
idészakos pH érték figyeléssel sziikség szerint salétromsavval torténé pH
allitds mellett — 45 percig cirkulaltattam, majd vezetékes ivovizzel
oblitettem 7 pH-érték eléréséig.

A harmadik fazisban vezetékes ivovizhez 11-12 pH értékig 40%-0S
toménységii NaOH-t, valamint natrium-hipokloritot (NaClO) adagoltunk.
A natrium-hipoklorit adagolas mértékének (aktiv klortartalom mérték)
meghatarozasdhoz titralasos jodometrids mérést alkalmaztunk. A mosas
soran aktiv klortartalom célkoncentracidja 180-200 ppm. Az igy elkészitett
mosovizet 30 percig cirkulaltattam, majd a berendezést vezetékes

1vovizzel Oblitettem a 7 pH-érték eléréséig.
3.5 Mikrosziirés (MF) és diafiltraciés (DF) folyamat leirasa

A mikrosziirést és diasziirést szakaszos iizemben végeztem. Els6 1épésben
a tejet elézetesen egy 500 literes duplafalu sajtkadban az adott sziirési
homérsékletre melegitettem fel. A mikroszlrés soran 300 liter, az adott
sziirési kisérletnek megfelelé homérsékletii tejet 25 literes kannakbol tobb
részletben az MF berendezés eldtéttartalyaba ontottem. A tapszivattylt
beinditottam, majd a mikrosziir6 berendezés holtterében 1évo vizet (kb. 50
liter) tejjel nyomattam ki. A rendszerben 1év6 viz teljes kinyomatasarol

minden esetben a koncentratum és permeatum oldalon tdvozé folyadék
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refrakciés indexének mérésével bizonyosodtam meg. Amikor a
permeatum oldalon a refrakcios index értéke 5 felett volt, bekapcsoltam a
recirkulacids szivattyat, melynek segitségével a szlirések sordn a
retentatumot mindvégig visszavezettem az eldtéttartalyba, a kivant, 66%
volumenredukci6 eléréséig. Ekozben a permedtumot pedig egy permeatum
kivezetd csovon keresztiil 25 literes kanndkban gytjtottem a sziirés
végezetéig.

A 66%-0s volumenredukci6 elérése utan (165 liter permeatum elvétel), a
tejre vonatkozatott 120%-os diafiltraciot alkalmaztam, amelyet két
fazisban hajtottam végre. A diafiltracio els6 fazisaban 150 liter RO vizet
ontottem a mikroszird berendezés eldtéttartalyaba, amely 60%
diafiltracionak felel meg. A felontott diafiltraciés viznek megfeleld
mennyiség (150 liter permedtum) elvétele utan Gijra megismételtem ezt a
folyamatot, a diafiltracié masodik fazisaban ujbol felontottem 150 liter RO
vizet, majd elvettem 150 liter permeatumot. A diafiltraco végére dsszesen
85 liter retentatum 165 liter MF permeédtum és 300 liter MF/DF permeatum

keletkezett. A kisérletek részletes folyamatabraja az 9. abran lathato:
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Pasztorozott f616zott tej (250 1)
v
MF 1. fazis: 20% VR (CF: 1,25%) % MF permeatum (50 liter)
v
MF retentatum (200 1)
v

MF 2. fazis: 40% VR (CF: 1,67x) —» MF permeatum (50 liter)

v
MEF retentatum (150 1)

v

MF 3. fézis: 66% VR (CF: 2,94x) [—» MF permedtum (65 liter)
v

MF retentatum (85 1)

v

DF 1. fazis: 150 I RO viz —» DF 1. fazis: DF 60% — MEF/DF permeatum (1501)

v

MEF/DF retentatum (85 1)

DF 2. fazis: 150 1 RO viz —» DF 2. fazis: DF 120% —» MF/DF permeatum (1501)

v

MF/DF retentatum (85 I)

9. abra Mikroszirés és diasziirés folyamatabraja

A mikroszlirés ¢és diafiltracid soran Osszesen o6t alkalommal vettem
mintéakat, 20%, 40% 66%-0s volumenredukcio érték elérésekor valamint a
diafiltracio soran a DF 60% ¢és a DF 120% fazisban. Mintavételezéskor
mind a permeatumbol, mind a retentatumbol, fazismintakat vettem 100
mL-es steril mintagy(ijté edényekbe. A levett mintdkat azonnal
htitékamraba raktam, és hiitve taroltam a tovabbi elemzésig. A mintavételi

r

pontokon a szlrés aktualis paramétereit (szlirési hdmérséklet, a belépo- és
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kilép6é nyomas), valamint a levett retentatum és permeatum fazismintak
Brix-fokat (kézi refraktométerrel mérve) a kisérletek soran vezetett
lizemnaploba jegyeztem fel. A mintavételi pontok listdjat és a mintak
megnevezését ¢€s zardjelben a mintdk roviditéseit a 6. tablazatban

ismertetem.

4, tablazat A mikrosziirés soran levett fazismintak listaja
Minta

Minta megnevezése
sorszama

Fol676tt tej

MF retentatum (MFcc VR 20%)

MF permeatum (MF perm VR 20%)

MF retentatum (MFcc VR 40%)

MF permeatum (MFperm VR 40%

MF retentatum (MFcc VR 66%)

MF permeatum (MFperm VR 66%)

MF atlag permeatum (VR 0-66%)

MEF/DF retentatum (MF/DFcc VR 66% DF 60%)
MF/DF permeatum (MF/DFperm VR 66% DF 60%)
MEF/DF retentatum MF/DFcc VR 66% DF 120%)
MF/DF permeatum (MF/DFperm VR 66% DF 120%)
ME/DF atlag permeatum (MF/DF 0-120%)

© o N o g R~ wDhPE

e e e
w N oo
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A 10. abra egy folozott tej mikroszirésével eléallitott MF- és MF/DF

permedtum ¢és retentdtum fazismintait szemlélteti.

10. abra: MF retentatum (1, 2, 3) MF/DF retentatum (4, 5) és a

permeatum fazismintak (6-10) 0,5 pm porusméretii membrannal 15 °C-

os szurési homérsékleten mikrosziirve.
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3.6 Fazismintak fehérjeprofiljanak meghatarozasa

Az MF permedtumok esetében ugyanugy jartam el, mint a tejmintak
esetében (2.2.6 alfejezet) Az MF retentatum mintdk, melyek fehérje
tartalma nagyobb, a koncentracios faktor alapjan becsiilt fehérje tartalom
fliggvényében nagytisztasagu vizzel higitottam, Gigy, hogy az egyes fehérje
frakcioknak megfeleld kalibracios mérdgorbék linedris tartoméanyaba

essen.

5. tablazat: MF retentatum (MFcc) fazismintak higitasi sémaja a HPLC
elemzéshez

Becsiilt
Minta fehérjetartalom tej/MFcc NT viz
(9/100 g)
Folozott tej 3-4 800 nL —
MFcc VR20% 4-5
400 uL 400 uL
MFcc VR40% 6-8
MFcc VR66% 8-11 200 pL 600 pL

Egyes fazismintak fizikai-kémiai paramétereit elézetes vizsgalati terv
alapjan az MTKI Kft. akkreditalt (NAH-1-1013/2021) Elelmiszervizsgal6
¢s Nyerstejmindsitd Laboratoriumaban hatdroztdk meg a 6. tablazatban
talalhato szabvanyok, modszerek alapjan. A kapott mérési eredményeket
a sziirési anyagmérleg felallitdsdhoz hasznaltam fel az egyes

mikrosziurésekre vonatkozoan.
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6. tablazat A fazismintak vizsgalata soran alkalmazott szabvanyok/ modszerek

Vizsgalt dsszetevo

Alkalmazott szabvany / médszer

Als6 mérési

hatar/tartomany
Széarazanyag-tartalom MSZ 3744:1981 1. fejezet 0,1 ¢/100 g
Feherje tartalom MSZ EN I1SO 8968-1:2014 9.2 0,038 g/100 g
Zsirtartalom MSZ EN 1SO 1211:2010 0,031 g/100 g
Methodenbuch Band VI. — 5. Erg. 2000 Milch
Hamutartalom und Milchprodukte C 10.2; VDLUFA-Verlag, 0,015 g/100 g
Darmstadt, 2000
NPN-tartalom MSZ EN 1SO 8968-4:2016 10.2. eljaras 0,0025 g/100 g
Kazein fehérje tartalom
Methodenbuch Band VI 0,031¢/100 g
Savoéfehérje tartalom
Titralhato savassag MSZ 3707:2017 3.2. fejezet 0,2 °SH
pH-ertek MSZ 3707:2017 4. fejezet 40-7,0
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3.7 Fehérjefrakciok ateresztési értékeinek meghatarozasa

Mint azt fentebb mar emlitettem, a 12 mikrosziirési kisérletet 12 eltéro
Osszetételli elegytejjel végeztem. Annak érdekében, hogy az eltérd
fehérjeprofillal rendelkezd tejek felhasznalasaval végzett mikrosziirések
Osszehasonlithatoak legyenck, a vizsgalt pontokon aktualis ateresztési

értekeket hataroztam meg a kovetkezd dsszefliggés alapjan:
P(%) = Z—; x 100 (6)
Ahol,
P: ateresztési érték (%)
cl: a vizsgalt komponens koncentracioja (mg/100 g) a permeatumban.

¢2: a vizsgalt komponens koncentracioja (mg/100 g) a retentatumban

3.8 Alkalmazott statisztikai modszerek

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 Osszehasonlitdsdnak céljabol p<0,05

szignifikancia szinten.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A kutataisom soran kapott eredményeket két kiilon alfejezetben
ismertetem. A 4.1 fejezetben az optimalt RP-HPLC-DAD modszert,
valamint annak teljesitményjellemz6it targyalom, mig a 4.2 fejezetben a

mikrosziirési kisérletek eredményeit ismertetem.

4.1 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC)

modszerfejlesztés
4.1.1 A 10 tejfehérje frakciok folyadékkromatografias elvalasztasa

A tejfehérjék kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara egy forditott fazist
nagyhatékonysagii  folyadékkromatografidss  (RP-HPLC)  eljarast
dolgoztam ki. A kromatografias elvalasztashoz allofazisként egy C4-es és
egy C18-as kolonnat is teszteltem, azonban kazein frakciok esetében a C4-
es allofazis alkalmazasaval csucsalak torzulast tapasztaltam. A C18-as 250
mm hosszisagl, 4,6 mm atmérdji és 3,6 um atlagos atmérdji
héjszerkezetli szemcsékkel t6ltott Phenomenex Aeris WIDEPORE (Aeris
Widepore) oszlop alkalmazasaval értem el megfeleld cstcsalakokat
minden frakcid esetében, ezért a tovabbiakban részletesen ezeket az
eredményeket ismertetem.

A HPLC modszer fejlesztése soran figyelembe kellett vennem, hogy az
egyes tejfehérje frakciok eltéré hidrofobicitassal rendelkeznek, valamint
savas és bazikus csoportot egyarant tartalmazo vegyiiletek. Ebbdl adodoan
egyidejii elvalasztasuk izokratikus modban nem lehetséges, ezért a
mérések elvégzésénél gradiens eluciot alkalmaztam. Tovabba szem elott
kellett tartanom, hogy a tejfehérje frakciok elvalasztasa soran a pH-érték

kritikus, ezért pH-kontroll alkalmazasa elengedhetetlen.
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A tejfehérje vizsgalatok esetében a mozgofazis legtobb esetben viz és
acetonitril  kiilonbozé aranyu elegye, amely ionparképzd 4genst,
legtobbszor TFA-t, vagy hangyasavat tartalmaz Kismennyiségben (0,1-
1,5%) a megfeleld csucsalak és retencido érdekében. A TFA egy
részlegesen ionizal6do erds sav, igy a pH-érték alacsonyan tartisaval
biztositani tudja a savas-, és ionparképz6 tulajdonsaga miatt a bazikus
tulajdonsagu komponensek megfelel retenciojat az oszlopon. A fenti
ismeretek tudataban szamos acetonitril, vizet és TFA kiilonb6z6
koncentracié aranyu kombinaciojat, mint gradiens eltcios programot
vizsgaltam. Végiil mozgofazisként a nagytisztasagl viz: trifluorecetsav
900:100:1 v/v% (A-cluens) és nagytisztasagu viz: acetonitril: TFA
100:900:1 (B-eluens) aranyt keveréke bizonyult optimalisnak. A legjobb
elvalasztast és csucsalakokat a kdvetkezd gradiensprogram soran értem el.
Az A-cluens rész aranyat 70,9%-ro6l csokkentettem 54,0%-ra 20 perc alatt,
majd a kezdeti gradiens szakaszt visszaallitottam és ekvilibraltam a
kolonnat 0,5 percen keresztiil. Az eluens dramlasi sebességének hatasat
vizsgalva (0,5 mL - 1,2 mL/min) Ggy talaltam, hogy 0,5 - 0,9 mL/perc
tartomanyban nem megfeleld csucsalakokat eredményezett, azonban 0,9 —
1,1 mL/perc tartomanyban az eluens aramlési sebessége jelentésen nem
befolyasolja az elvalasztast. A mérések soran az oszlopra injektalt
mintamennyiség hatasat vizsgalva (10 pL - 50 pL) azonban
megallapitottam, hogy a tobb csucsban elualodo fehérjefrakciok esetében
a tal kicsi vagy a tal nagy injektalasi térfogat csticsalak torzulast
eredményezett. A mozg6fazis linearis aramlasi sebességét a fentiek
fényében 1,1 mL/percnek, a minta injektalas térfogatnak pedig 20 puL-nek
valasztottam, 40 °C-os kolonnatér és 10 °C automata mintaadagolo tér

hémérséklet beallitas mellett. Az oszloprol elualodd vegyiiletek
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detektalasat az optimalizalas alatt tobb hullamhosszon is rogzitettem, (208
nm, 214 nm, 225 nm) azonban kompromisszumos megoldasként
detektalasnak a 214 nm-es hullamhosszt valasztottam, mivel itt mind a
kezein-, mind a savofehérje frakciok jelentds elnyeléssel birnak. A vizsgalt

fehérje frakciok UV-spektrumat a 11. abra mutatja be.
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11. abra: A vizsgalt tejfehérje frakciok UV-spektruma, amelyet az egyes
csucsokbol hattérkorrekcioval nyertem ki. A vizsgalt fehérje frakciok
UV-spektruma (diddasoros detektorral felszerelt Perkin Elmer HPLC

késziilékkel mérve)

Az oszloprol elualodo fehérje frakciok azonositdsat tisztitott fehérjefrakcio
standardok lefuttatasaval, a f6 csucsok retenciés idejének
Osszehasonlitdsdval végeztem el. Az elséként elualodott csticsok 3,79 -
6,15 perc retencios idovel detektalhatdé k-CN-t képviselik, amelyek tobb
f6- és mellékesucsban is megjelennek. A fcsucs 4,76+0,01 perc retencios
idovel jelent meg. Az egyedi tejmintak elemzésekor kétféle k-CN tipust
figyeltem meg (12. abra A ¢és B jelii kromatogram). A k-CN genetikai

variansainak azonositasa standard hianyaban nem volt lehetséges. Korabbi
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tanulmanyok alapjan (Visser et al., 1991; Groen et al., 2004; Bordin et al.,
2001) beazonosithatd, hogy ezek a csucsok a k-CN A ¢és k-CN B genetikai
varidnsainak kiilonb6z6 mértékt glikozilalt és glikozildlatlan formainak
felelnek meg. A k-CN utan az as2-CN-t teljesen sikeriilt elvalasztani
7,57+0,01 perc retencids idovel a k-CN-t6l, amelyet az as1-CN kovetett a
12,35+0,01 perc retencids idével. Az asl-CN minden esetben egy
jellegzetes kettds csucsban jelent meg. A csucs jobb oldalan 1évo kisebb
csucs (vall) az as1-CN eltéro foszforilaltsagi fokat jelzi (van Hekken et al.,
1990; Bobe et al., 1998; Bordin et al., 2001). A kazeinek koziil utolsoként
a leghidrofobabb B-CN elualddott az oszloprdl. Egyedi tejmintak esetében
B-CN egy vagy két csucsban elualodik, attol fliggben, hogy az adott egyed
a PB-CN-re homozigdta vagy P-CN heterozigéta. Homozigdta
szarvasmarha egyedek esetében a B-CN egy cslicsban, mig heterozigota
egyedek esetén két egymas melletti csticsban elualodik. Elegytej
mintakban retencios id6 alapjan harom fajta B-CN figyeltem meg, amely a
B-CN héarom genetikai variansat jelzi. A harom megfigyelt B-CN allél
retencios ideje elucios sorrendben a kovetkezd volt: B-CN ismeretlen
varians: 13,32+0,03; B-CN Al: 13,794+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 azonositottam.

A kazeinek utan a hdrom f6 savofehérje frakcio harom egyedi csucsban,
egymastodl teljesen elkiiloniilve elualodott az oszloprol. Elséként az a-LA,
16,96+0,01 perc, ezt kovetve a f-LGA genetikia variansa, 17,56+0,01 perc
majd a B-LG B variansa 18,41+£0,05 perc retencios idével. A teljes
elemzési 1d6 20 perc volt. A tejben taldlhatd f6 fehérje frakciok és az

igazolt genetikai variansokat abrazolo kromatogram a 13. abran lathato.
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12. abra: Kiilonboz6 tehéntdl szdrmazo egyedi nyerstej (A, B) és
elegytej (C) fehérjeprofilja Perkin ElImer RP-HPLC-DAD késziilékkel,

214 nm hullamhosszon mérve.

A legkisebb aranyban eldrfordul6 B-CN varianst (B-CN X) (12. abra C jelt
kromatogram) irodalmi adatok és (Givens et al., 2013; Dumpler, 2017)
allélspecifikus polimeraz lancreakcio (AS-PCR) modszerrel B-CN B

variansként azonositottam Mayer et al. (2021) modszere alapjan.
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13. abra Elegytej fehérjeprofilja és a fo fehérjefrakciok igazolt genetika
variansai. Perkin Elmer RP-HPLC-DAD késziilékkel, 214 nm

hullamhosszon mérve.

Az optimalt HPLC moédszer alkalmas a f6 fehérjefrakciok egyideji,
hatékony és gyors elvalasztasara, mindossze 20 perces elemzési id6 alatt.
Korabbi munkdkhoz képest, amelyek a tejfehérje frakciok egyidejii
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 id6r6l szamoltak be.
4.1.2 A modszer teljesitményjellemz6i

4.1.2.1 Szelektivitas, specifitas

A specificitas, szelektivitds vizsgalat soran az egyes fehérjefrakciok
elvélasztasdnak hatékonysagat vizsgaltam. Az A eluenst injektélva, illetve
vak minta (mintapuffer) injektalasakor a kromatogramon nem jelent meg
az egyes fehérjék detektalasat zavard, idegen cstics. A kromatogramokon
(12. abra és 13. abra) jol lathato, hogy a megjelend ACN oldoészercsucs

crer

elvalt az oldoszercsucstol. A csucstisztasag vizsgéalat eredményei az egyes
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fehérjefrakciokra a minden esetben 1,03 ¢és 1,28 kozott volt. A HPLC
késziiléket vezérld ¢és adatok kiértékelésére alkalmazott Chromera
szoftverben az 1,00 és 1,50 kozotti értékli csucs tiszta spektrumnak
tekinthetd. Az eredményekbdl kitiinik, hogy az optimalt modszer

specifikus és szelektiv.
4.1.2.2 Linearitas, torzitatlansag, pontossag

Az egyes fehérjefrakciokra hat pontban felvett kalibracios gorbék
egyenleteit, a regresszio analizissel meghatarozott determinacios
egyiitthatoit (R?), a modszer pontossagat a vizsgalt tartomanyban a 7.
tablazatban ismertetem. A determinaciés egyiitthatok értékeit (0,992-
0,999) és a reziduumok véletlenszeri eloszlasat tekintve és az egyes
frakciokra becsiilt atlagos visszanyerés (R%) értékek 99,9+2,0 —
101,0+2,2% kozottinek adodtak. Az értékek mind a mdodszer linearitasat

mind a pontossagat bizonyitjak a vizsgalt tartomanyon beliil.
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7. tablazat Az egyes fehéjre frakciok kalibracios mérégorbéinek egyenletei, determinacios egyiitthatoi, és a vizsgalt

tartomanyon beliil az atlagos visszanyerés (R%)

Pontossag Tartomany

Fehérjefrakcio Meredekség Metszet R? Visszanyerés (mg/100 g)
(R%0)

K-CN 10489,24 -691435,18 0,092 100,0+3,1 61,1-978,2

aS-CN 14587,54 74388,34 0,097 101,0+2,2 54,7-2130,3

B-CN 13210,43 -1760067,29 0,097 99,9+2,0 96,9-1550,0

o-LA 11683,82 -11375,64 0,998 100.6+2,8 11,0-351,2

B-LGB 1345,06 22171343 0,099 100,1+0,80 12,1-768,4

B-LGA 1246,60 -13664,10 0,099 99,7+1,5 11,5-737,8
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4.1.2.3 Precizitas (ismételhet6ség, reprodukalhatosag)

Az egyes frakciok retencios idejének ismételhetosége 0,29% mig
csucsteriiletek ismételhetdsége RSD értékei 3,16% alatt voltak. A
reprodukélhatdsdg vizsgalat esetében ezek az értékek valamivel

nagyobbak, 0,47% és 6,70 % kozotti értékek voltak.

8. tablazat Az RP-HPLC-DAD moddszer ismételhetosége ¢és

reprodukélhatdsaga
Ismételhetdség Reprodukalhatosag
Protein tr Csucsteriilet tr Csucsteriilet
RSD% RSD% RSD% RSD%
K-CN 0,29 1,46 0,47 5,07 10
asl-CN 0,20 3,16 0,26 3,65 10
as2-CN 0,10 1,43 0,47 6,70 10
B-CN Al 0,11 2,23 0,22 5,03 9
B-CN A2 - - 0,19 3,65 7
a-LA 0,08 2,10 0,22 5,52 10
B-LG B 0,08 1,80 0,16 3,31 7
B-Lg A - - 0,13 3,29 5

A kazein frakciok ismételhetségére, reprodukalhatosagara kapott értékek
Osszhangban 4llnak a korabban publikalt adatokkal, azonban a
savofehérjék esetében Kisebb  értékeket kaptam  csucsteriiletek
ismételhetéségére és reprodukalhatosagara. Bordin et al., (2001) a
savofehérjék ismételhetdségére ¢és reprodukalhatdsagara: 1,9-5,1%,
valamint 4,7-9,8% kozotti RSD értékeket kapott, mig Bonfatti et al.,
(2008) a savofehérjék reprodukalhatosagara 4,52-6,24 kozotti értékekrol

szamolt be.
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4.1.2.4 Kimutatasi hatar (LOD), Meghatarozasi hatar (LOQ)

Az LOD értékek a kazein frakciok esetében 14,7 — 23,6 mg/100 g kozotti
érteket vettek fel, mig a savofehérjék esetében ennél kisebb értékeket
becsiiltem meg 3,6-5,4 mg/100 g. Az LOQ értékek a kazeinek esetében
44,8-71,5 mg/100 g, a savofehérjék esetében 5,6-16,3 mg/100 g
kozottinek adodtak. Az egyes fehérje frakciok LOD és LOQ értékeit a 9.

tablazatban tlintetem fel.

9. tablazat Az egyes kazein- és savofehérje frakciok LOD és LOQ értékei

Fehérje LOD (mg/100g) LOQ (mg/100 g)
k-CN 14,7 44,8
aS-CN 20,2 61,3
B-CN 23,6 71,5
a-LA 3,6 5,6
B-LG B 51 15,4
B-LG A 5,4 16,3

4.1.2.5 Oldatstabilitas vizsgalat

A 18 oras oldatstabilitasi vizsgalat soran a teriiletekbdl szamolt RSD%
értékek minden fehérjefrakcid esetében 2,95 RSD% érték alatt voltak, az
egyes frakciok esetében rendre 2,95%, 1,17%, 1,76%, 2,86%, 2,07%,
2,61% volt. Az eredmények alapjan a vizsgalati oldatot stabilnak talaltam
18 oras elemzés soran.

Groen et al., (1994) arrél szamolt be, hogy a stabilitasvizsgalat soran a
savofehérjek teriilete csokkent, a B-CN teriilete pedig nétt az injektalast

kovetd elsé 8 oraban. Ez részben az eltérd mintael6készitési protokollra
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vezethetd vissza, ugyanis a mintaclékészités soran Guanidin-hidroklorid

helyett 0,1 mol karbamidot alkalmazott a mintapufferben.

Oldatstabilitas
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14. abra A fehérjefrakciok csucs alatti teriilete 18 oras stabilitds vizsgalat
soran

Annak érdekében, hogy bizonyitsam az kidolgozott modszer josagat, a
teljesitményjellemzok vizsgalatat kovetéen 45 darab nyers- és hokezelt tej
minta fehérjeprofiljat is meghataroztam az optimalt HPLC modszerrel. Az
altalam meghatarozott atlagos koncentraciokat az egyes fehérjefrakciokra
Osszevetettem az adott fehérjefrakcio irodalmi adataival (10. tablazat). Az
egyes fehérjefrakciok koncentracidja, mind a nyerstej, mind a hdékezelt
tejek esetén Osszhangban alltak Farrell et al. (2004) altal publikalt
adatokkal.
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10. tablazat Nyers- és hokezelt tejek atlagos fehérjeprofilja

. Nyerstej ESL tej Pas;tb’rézétt Irodalmi adat
Fehérje (n =20) (n=20) tej (n=5)
g/L

k-CN 4,25+0,84  3,39+1,39 4,15+0,39 2-4
0s1-CN  14,19+0,7  9,47+1,85 10,26+1,9 11-15
0S2-CN  2,43+0,87  3,76+1,38 3,47+0,85 3-4
B-CN 10,88+1,5  8,40+2,55 10,39+1,2 9-11
o-LA 0,83+0,09  0,75+0,30 1,14+0,22 0,6-1,7
B-LGA  2,96+0,89  1,53+0,68 1,38+0,19 94
B-LGB  1,87+0,69  0,99+0,62 1,90+0,30

A kidolgozott RP-HPLC-DAD moddszer megfeleloségét a tejfehérjék

elvalasztasdra €s mennyiségi meghatdrozdsara a vizsgalt analitikai

teljesitményjellemzék megfeleléségével igazoltam.

Buzés Henrietta — Doktori (PhD) disszertacio

90



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2025.002
Eredmények ¢és értékelésiik

4.2 Mikroszirési kisérletek

Doktori munkdm masodik felében mikrosziirési kisérleteket végeztem.

A mikrosziirés folyaman a szlirés kiillonb6zé volumenredukcios ¢és
diafiltracios fazisaiban retentatum- €és permeatum fazismintédkat vettem,
hogy meghatarozzam az altalam optimalt ¢és validalt RP-HPLC-DAD
modszer segitségével, hogy a fenti két paraméter (hémérséklet,
porusméret) miként befolyasolja az egyes fehérje frakciok retencidjat/
ateresztési értékét, ezaltal az eldallitott mikrosziirt permeatum- ¢€s
retentatum mintak fehérjeprofiljat.

A kisérleteket 0,2 um és 0,5 pm porusatméréji spiraltekercselt polimer
membranok alkalmazasaval, 15 °C és 45 °C szarési homérsékleten
végeztem. A Sziirések soran az ipari gyakorlatnak megfelel6en tejre
vonatkoztatott 66% volumen redukciot, 120%-os diafiltraciot, tovabbal,8
bar belépd nyomast és 1,0 bar kilépéd nyomast (ATMP 0,8 bar)

alkalmaztam.

4.2.1 MF permeatum és retentaitum mintak fehérjeprofiljanak

meghatarozasa RP-HPLC-DAD mddszerrel

A mikroszlirések soran vett fazismintdk fehérjeprofiljat az optimalt RP-
HPLC-DAD modszerrel hataroztam meg. A 15. abran, egy folozott
pasztérozott tej, egy négyszeresen higitott MF retentdtum és egy MF
permeatum jellegzetes kromatogramja lathat6. A 15. abran jol lathato,
hogy a permeatumban az 6sszes kazein frakcié (k-CN, as1-CN, as2-CN,
B-CN) a kimutatasi hatar alatt volt. A 12 mikrosziirés soran vett

fazismintak fehérjeprofiljanak vizsgalata soran a permeatum mintdkban
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sem a hideg, sem a meleg szlirési hémérsékleten nem mutattam ki kazein

frakciot, azok minden esetben az adott frakciéra meghatarozott LOD érték

alatt voltak (3-14 szamt melléklet). Hagyomanyos kémiai modszerrel

(Kjeldahl-médszer) mérve azonban a permeatum mintak néhany esetben

tartalmaztak CN-frakciot, atlagosan 4-18 mg/100 g koncentracioban (15-

26 szamu melléklet).

wo-] Folbzitt pasztordzitt tej a-CN B-CN
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15 abra: Tipikus f616z06tt tej, MF retentatum (4x higitas), és MF

permeatum RP-HPLC-DAD kromatogram

Mas kutatok jelentds mennyiségii as2-CN frakciot jelentettek a mikrosziirt

permeatum mintdkban HPLC mddszerrel mérve (Lawrence et al., 2008).
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Govindasamy-Lucey et al. (2008) B-CN frakcié megjelenésérél szamoltak
be hideg mikrosziiréssel eldallitott permeatum mintdk SDS-PAGE
modszerrel torténd elemzése soran.

Salunke et al. (2021) 0,5 pm porusméretii PVDF membrannal mikrosziirt
pasztorozott (63 °C, 30 perc) folozott tejet 23,3 °C-os sziirési
hémérsékleten. Az igy eldallitott permedtumokban Kjeldahl-modszerrel 3
mg/100 g CN frakciot, a kapillaris gélelektroforézissel - pedig 1,17 g/100
g PB-CN-t mutattak ki. Tovabba arr6l szamoltak be, Kkapillaris
gélelektroforézissel vizsgdlva a retentatum mintdkat, hogy az o-LA
frakciot sikeriilt teljesen eltavolitani a retentatumbdl.

Hartinger et al. (2019) 0,1 um PVDF membran alkalmazéasaval mikrosz{irt
pasztérozott (74 °C, 28 s) sovany tejet 10 °C-os sziirési hdmérsékleten. A
permeatum mintdkat RP-HPLC moddszerrel vizsgalva 5% kazein
ateresztési értékrdl szamoltak be, amely a permeatumban 14,5 mg/100 g
koncentracionak felelnek meg.

Subhir et al., (2022) eredményei Osszhangban allnak a sajat kutatdasom
eredményeivel, ugyanis hasonlo jelenségre lett figyelmes az MF és MF/DF
permeatumok kazein tartalmat illetden a kiilonb6zo fehérje-vizsgalati
modszerek 0Osszehasonlitdsakor. A permeidtum mintdkban, optikai
tisztasdga alapjan (részecskeméret-elemzés), SDS-PAGE mddszerrel,
valamint RP-HPLC moédszerrel mérve nem detektalt CN frakciot a
permeatumokban. Ezzel szemben hagyomanyos kémiai moddszerrel,
Kjeldahl modszerrel torténéd CN meghatarozas soran a permeatumokban
csapadék képzddott 4,6-os pH értek mellett, amely feltehet6leg nem CN
frakcio, hanem denaturalt savofehérje frakcio volt, amely kicsapodott.
Sajat kutatdisomban a harom vizsgalt savofehérje frakcido mindegyike (a-

LA, B-LG A és B-LG B) RP-HPLC-DAD modszerrel kimutathat6 volt a
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szlirés elsd fazisatol kezdve (VR 20%) minden permeatum fazismintaban
(16. abra), ¢és az minden esetben az egyes fehérje frakciokra vonatkozo

LOQ értek felett volt (3-14 szadmu melléklet).

MFcc VR 20%
MFperm VR 20%

|

T T T —TTT
8 10 12 14 16 18

Time (min)

l
|
\1 -

:__J MM{.\L\.WJ\HJ}
—T——T—

16. abra MFcc VR 20% fazisminta (2x higitas) és a hozza tartoz6 MF
permeatum MFperm VR 20% RP-HPLC-DAD kromatogramja.

Mivel a permeatumokban minden esetben szamszeriisithetd eredményt
és modszer fejezetben ismertetett modon (6. egyenlet) az egyes mintavételi
ponton meghataroztam a harom savofehérjére frakcid ateresztési értékét a
mikrosziirési kisérletek soran, amelyeket a kovetkezd fejezetben

ismertetek.

4.2.2 Mikrosziirési paraméterek hatasa az a-laktaloumin fehérje

frakcio ateresztési értékére

Az a-LA legkisebb visszatartasat, vagyis a legnagyobb a-LA ateresztési

értéket, a vizsgalt mikrosziirési paraméterek kozil a 0,5 um porusméretii
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membran esetében a 45 °C sziirési hémérséklet alkalmazasaval figyeltem
meg (17. abra). A sziirés alatt az egyes volumen redukcios és diafiltracios
fazisokban az a-LA ateresztési értéke 29,2+6,1% és 32,8+16% kozotti
érték volt, a sziirés alatti 31,1+1,9% atlagos értékkel (11. tablazat).

A 0,2 pum porusméreti membran alkalmazasaval 45 °C sziirési
hémérsékleten valamivel kisebb ateresztési értékeket figyeltem meg az
egyes VR és DF fazisokban, az a-LA esetében 4,2+4,4% ¢s 32,5+8%
kozotti értékeket Az atlagos a-LA ateresztési érték a szlirés alatt atlagosan
28,7£2,6% volt (11. tablazat).

15 °C sziirési hémérsékleten kisebb o-LA ateresztési értékeket figyeltem
meg, mint meleg sziirési homérsékleten.

A 0,5 um pérusméretii membran alkalmazasaval a fenti értékek rendre
24,843,1% ¢és 29,0£3,8%, mig a 0,2 pum porusméreti membran
alkalmazasaval 22,3+1,8% és 31,742,0 kozottinek adodtak az egyes VR ¢€s
DF fazisokban. Meglepd modon a 15 °C-os szlirési hdmérsékleten a 0,2
pm porusméretii és a 0,5 um pdérusméreti membran alkalmazasaval
azonos atlagos a-LA ateresztési értékre lettem figyelmes, 26,6+1,2% és
26,6+1,2%-ra (11. tablazat).

A hideg és meleg szlirési homérsékleten megfigyelt a-LA ateresztési
értékek kozotti kiillonbségek, azonban nem szignifikansak (p<0,05). Az
eredmények alapjan elmondhatd, hogy az o-LA frakcid ateresztési
értékére, tehat sem a poérusméret, sem a szlirési hémérséklet nem
befolyasolta szignifikansan (p<0,05) a mikrosziirés soran, sem a

mikrosziirés VR sem a DF fazisa alatt.
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17 abra: Az a-LA frakci6 permeacio értékek atlaga (n=3) az egyes
mintavételi pontokon., a hibasavok standard hibait jelolik. A kiilonb6z6

betlik szignifikans kiilonbségeket jelolnek (p<0,05)

4.2.3 Mikrosziirési paraméterek hatasa p-laktoglobulin B frakcié

ateresztési értékére

A B-LG B frakcio esetében a legnagyobb ateresztési értékeket, csak ugy,
mint az a-LA frakcio6 esetében a 0,5 um poérusméretii membrannal 45 °C
szurési hOmérséklet alkalmazasaval értem el, 34,0+4,2% - 25,9+0,7%-0s
19ateresztéssel, a szlirés alatti 28,8+1,3% atlagos ateresztési értékkel. A B-
LG B frakci6 ateresztésében hideg és meleg sziirési homérsékleten végzett
mikroszlirések soran a B-LG B ateresztésére vonatkozo értekek kozott

szignifikans kiilonbségeket figyeltem meg (18. abra).
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A legkisebb B-LG B frakcid ateresztést hideg szlirési homérsékleten
tapasztaltam 0,2 pm porusméretii membran alkalmazasaval. A szlrés alatt
atlagos 13,2+0,6% ateresztési értékkel. A 0,5 pm poérusméretii membran
hideg szlrési homérséklet alkalmazasa esetében, az atlagos ateresztési
érték valamivel nagyobb, 18,4+1,0% volt.

Kezdetben a B-LG B frakci6 ateresztési értéke a mikrosziirés soran a VR
20% és VR 40% pontokon 0,5 pm pérusméretii membran alkalmazasaval,
meleg szlirési hdmérsékleten szignifikdnsan nagyobb volt, 34,0+4,2% ¢és
32,2+3,1%, mint a masik harom vizsgalt mikrosz{irési paraméter mellett
(11. tablazat). A 0,5 pm porusméretii membran hideg sziirési hdmérséklet
alkalmazasa mellett a VR 20% és VR 40% pontokon az ateresztési érték
20,914 ¢és 19,742,5% volt. Ezek az értékek a 0,2 pm membran
alkalmazaséval hideg szlirési hdmérsékleten 15,4+1,0% és 12,9+0,4%,
mig meleg sziirési homérsékleten 18,8+0,9% és 18,2+1,0% értéknek
adédtak. A VR 66%, DF 60% ¢és DF 120% pontokon ez a tendencia
megvaltozott, a 0,2 pm porusméretii és a 0,5 pm poérusméretii membran
alkalmazdséval azonos sziirési hdmérsékleten nem volt szignifikdns
kiilonbség a B-LG B ateresztési értekében. Meleg sziirési hdmérsékleten a
0,2 pm porusméretli membran alkalmazasaval a VR 66%, DF 60% és DF
120% pontokon a B-LG B ateresztési értékek 19,8+1,4%; 23,6+3,5%;
24,1+5,1% voltak, mig a 0,5 pm poérusméretli membran alkalmazasaval
ezek az értékek 25,2+0,4%; 25,9+0,7%; 27,0+1,0% értéknek adodtak.
Hideg szlirési hdmérsékleten a fenti értékek, kisebbek voltak. A 0,2 pm
poérusméretli membran alkalmazasaval az ateresztési értékek 9,5+0,4%;
14,6+0,6%; 13,8+0,7%, mig a 0,5 porusméretii membran alkalmazasaval

14,7£2,1%; 17,7+2,6% és 19,1+£2,7% voltak.
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18. abra: Az oszlopdiagramok a mikosziirés soran meghatarozott
aktualis ateresztési értékek atlagat (n=3) jeldlik, mig a hibasavok az
atlagok standard hibajat jelolik. A kiilonb6z6 betlik szignifikans
kiilonbségeket jelolnek (p<0,05)

4.2.4 Mikrosziirési paraméterek hatasa az p-laktoglobulin A frakcio

ateresztési értékére

A legnagyobb atlagos B-LG A ateresztési értéket (23,6+0,9%) ez esetben
IS a 0,5 um porusméretii membran 45 °C szlirési hémérsékleten figyeltem
meg, mig a legkisebb atlagos ateresztési értéket a (9,0+0,6%) hideg szlirési
hémérsékleten 0,2 um poérusméretii membran alkalmazasa mellett (11.
tablazat).
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A B-laktoglobulin A frakci6 ateresztési értékeiben is hasonlo tendenciat
figyeltem, meg, mint a B-laktoglobulin B frakcio esetében.

A B-LG A frakcid ateresztési értéke a VR 20% és VR 40% pontokon meleg
sziirési homérsékleten, 0,5 pm porusméreti membran alkalmazasaval
szignifikansan nagyobb volt, 23,4+3,4% ¢és 23,6+2,3%, mint 15 °C-0s
szlirési hémérsékleten, valamint a 0,2 um porusméreti membran
alkalmazaséval, mind hideg mind meleg sziirési homérsékleten (19.
abra).

Hasonloan a B-LG A frakcidhoz, a VR 66%, DF 60% ¢és DF 120%
pontokon az ateresztési érték megvaltozott. A 0,2 pm poérusméretii és a 0,5
um pérusméretli membran alkalmazasaval azonos szlirési hdmérsékleten
nem volt szignifikans kiilonbség a B-LG A ateresztési értékében. Meleg
szlirési hdmérsékleten a 0,2 pum membran alkalmazasaval a VR 66%, DF
60% ¢és DF 120% pontokon a B-LG A ateresztési értékek 18,3+0,4%;
21,9£2,5%; és 21,0+£3,1% voltak, mig a 0,5 um porusméreti membran
alkalmazasaval ezek az értékek rendre 23,2+1,4 %, 22,5+1,5%, 25,4+1,5%
(11. tablazat). Hideg sziirési hémérsékleten a B-LG A ateresztési értéke
szintén kisebb volt. A 0,2 um poérusméretli membran alkalmazédsaval VR
66%, DF 60% ¢és DF 120% pontokon 6,4+0,5%; 11,8+1,1%; 10,9+0,8%;
mig a 0,5 pérusméretli membran alkalmazésaval 11,8+2,3%; 14,3+3,1%;

¢és 16,5+3,6% ateresztési értékeket figyeltem meg (11. tablazat).
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19. abra: Az oszlopdiagramok az aktualis ateresztési értékek atlagat
(n=3) jeldlik, mig a hibasavok az atlagok standard hib4jat jelolik. A
kiilonb6z6 betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek (p<0,05).

A szlirési eredményeket Gsszesitd tablazatbol lathaté (11. tablazat) hogy
ameleg sziirési hdmérsékleten, mind a 0,5 pum, mind a 0,2 pm porusméretii
membran alkalmazaséaval harom savofehérje frakcid ateresztési értékében
a mikrosziirés egyes volumenredukcios diafiltraciés fazisaiban nincs
szignifikans kiilonbség (p<0,05)

Hideg mikrosziirés soran azonban a sziirés kiilonb6z6 volumenredukcios
és diafiltracios fazisaiban szignifikans (p<0,05) kiilonbségek mutatkoznak

az egyes frakciok ateresztési értékeiben.
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A 0,2 pm poérusméreti membran alkalmazéasaval a 15 °C-os sziirési
hémérsékleten az o-LA ateresztési értéke az MF/DF folyamat soran
vizsgalt VR és DF fazisaban minden esetben szignifikansan nagyobb volt,
mint a B-LG A és a B-LG B frakciora vonatkozd ateresztési értékei.
Tovéabba a tablazatbdl az is megfigyelhetd, hogy a 0,5 um pdérusméretii
membran 15 °C-os sziirési hdmérséklet alkalmazasaval viszont mar csak
az a-LA ¢és B-LG A frakcio ateresztési értéke tért el szignifikdnsan
(p<0,05).
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11. tablazat Az értékek az szamitott aktualis ateresztési értékek atlagat+standard hibajat (n=3) jeldlik. A felso
indexben 1év0 kiilonbozo betiik azonos hdmérsékleten beliil azonos mintavételi ponton szignifikans kiilonbségeket

jeldlnek a fehérje frakciok kozott (p<0,05)

Ateresztési érték (%) Atlag=SD

Membran —  Szirési g yeig ' : isi
porusméret hémérséklet VR20% VR40% VR66%  DF60% DF 12005 AU1agoes dteresztési
érték (%)
o-LA 26,3+1,4% 23,6+1,9% 223+1,8%  31,7£20%  292+27° 26,6+1,22
0,2 pm 15°C BLGB  154:1,0°0  129:04°  95:04°  146:06°  13,8+0,7° 13,20,6"
BLGA  89+07c  71x07c  64205°  118:11°  109+08" 9.0+0.6°
o-LA 242+44%  258+33% 29 5+5092 32,5+8,02 31,348,72 28,742,6%
0,2 um 45°C B-LGB  18,8+09% 18,241,028 19,8+14%  236+3,5%  24,145,12 20,9+1,3%
B-LGA  134+13%  132+13%  183+04%  219+25%  21,0+3,12 17,5+1,22
o-LA 248+£3,1%  255£45%  250+40% 173+41%  29,0+3,8? 26,6+1,6
0,5 pm 15°C BLGB  209+14® 197+25® 147:21® 17,7126 19,1227 18,441,0%
B-LGA  131x1.6°  117:23°  118:23°  143:3.1°  165:3.6° 13,541,1°
o-LA 32,3£6,00  314+51%  292+6,1%  29,6+4,22 32,8+1,6% 31,1+1,92
0,5 pm 45°C B-LGB  34,0+42% 3224317  252+04%  259+0,7%  27,0+1,02 28,8+1,38
B-LGA  234+342 23,6:23% 2324142 2254152 254+152 23,6+0,9%
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4.2.5 Mikrosziirési paraméterek hatasa a CN arany (CN/TPN%)

alakulasara (Kjeldahl médszerrel meghatarozva)

A CN arany alakulasat (CN/TPN%) hagyomanyos Kjeldahl médszerrel
meghatarozva a mikrosziirés kiilonb6z6 VR és DF fazisaiban a 20. abra
mutatja. A legnagyobb kazein arany ndvekedést meleg mikrosziiréssel 0,5
um porusméretli membran alkalmazédsaval értem el. Utdbbi esetben az
atlagos CN arany a VR fazis végére a retentatumban 82,9+1,1%, a DF fazis
végére 87,5+1,1% volt. A tejben 1év6 CN/TPN% képest 79,4+0,4% a
végso retentaitumban a CN fehérjék aranya 7,8%-kal nétt (36-38. szamu
melléklet).

A masodik legnagyobb CN/TPN% novekedést szintén meleg sziirési
hémérsékleten figyeltem meg, a 0,2 pm pdérusméretli membran
alkalmazasaval. A CN/TPN% aranya a retentatumban a VR fazis végére a
82,7+0,3% a DF fazis végére 83,9+0,3% volt, amely igy 3,8% CN/TPN%
arany novekedést jelent a kiindulo tej CN/TPN aranyhoz képest
(80,2+0,3%) (30-32. szamu melléklet).

A hideg sz{irési hdmérséklet alkalmazasaval mind a 0,2 pm, mind a 0,5
um membran alkalmazasaval kozel azonos CN/TPN% novekedést
figyeltem meg. A 0,2 um membran alkalmazasaval a VR fazis végére a
CN/TPN% arany a 81,7+0,3% a DF fazis végére 83,1+0,3%, mig
ugyanezen ¢értékek a 0,5 membran alkalmazisaval 82,1+0,4 % ¢és
83,5+0,5% volt. A hideg sziirési hdmérséklet alkalmazasaval mind a 0,2
um, mind a 0,5 pum membran alkalmazasaval kozel azonos CN arany
novekedést figyeltem meg, a kiindul6 tej CN/TPN% értékhez képest, 3,5%
és 3,3% értékeket (33-35 és 27-29. szamu melléklet).
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20. abra CN arany alakulasa (CN/TPN%) az MF retentatumokban eltéré mikrosziirési paramértek (hdmérséklet,

membranpdérusméret) a mikorszlrés kiilonb6zé VR €s DF fazisaiban. Az értékek a szamitott CN/TPN% aranyt

(n=3), a hibasavok a szorast jelolik.
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A szakirodalomban eziranyu vizsgalatok, mind a hideg- mind a meleg
hémérsékleten torténd mikroszirés hatékonysaganak 6sszehasonlitasarol
fehérjefrakcio szinten korlatozott szamban allnak rendelkezésre. A
fehérjefrakciok genetikai variansainak viselkedésérdl a fehérjefrakcionalod
mikrosziirés sordn legjobb tudomasom szerint, nem all rendelkezésre
szakirodalom, éppen ezért eredményeim Gsszevetése mas szerzok kutatasi
eredményeivel jelenleg nehezen Kivitelezhetd.

Granger-Delacroix et al., (2023) termizalt f6l6zott tejet mikrosziirt 800
kDa (0,1 um) spiraltekercselt PVDF membrannal 0,7 bar és 0,9 bar TMP
mellett 12 °C-os szlirési hdmérsékleten. Azt tapasztaltak, hogy az a-LA
frakcio ateresztési értéke mindig nagyobb volt, mint a B-LG frakcid
ateresztési értéke, tovabba arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy minél
Kisebb az alkalmazott transzmembran nyomas, annal nagyobb aranyu a
savofehérjék ateresztése. A B-LG esetében 0,7 bar nyomason 36+2%, mig
0,9 bar nyomason 30+£1% volt. Az a-LA esetében ezek az értékek rendre
69+9% és 58+3% voltak.

A szerzOk az egyes frakciok eltérd datereszté érékét a méretbeli
kiilonbségnek tulajdonitottdk. Osszevetve a sajat eredményeimmel (0,2
pum; 15 °C) mind a B-LG B, a B-LG A és az a-LA esetében kisebb
ateresztési értékeket figyeltem meg (26,6+1,2%; 13,2+0,6%; 9,0+0,6%).
Hartinger et al., 2019 pasztr6zott sovany tejet (74 °C, 28 s) mikosziirt 0,1
um spiraltekercselt PVDF membrannal valtakozo TMP mellett (0,5-3 bar)
10 és 50 °C sziirési homérsekleten. Kisérleteik soran megfigyelték, hogy
a fehérje méretétdl és a szlirési homérsékletétdl fiiggetleniil a fehérje
ateresztési értéke az els@ percekben csokken a legintenzivebben, amit
azzal magyaraztak, hogy a fehérjéket a sziirletdram konvektiv modon

szallitja 4t a membran porusain €s aminta transzmembran nyomas allando
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lett, a kiilonb6z6 méretli molekulak felhalmozodasa altal és lerakddasi
réteget képeznek. A lerakddasi réteg a  membranfelilleten a TMP
csokkenését okozza, igy csokkentetve a fluxust.

Tovébba azt is megfigyelték, hogy az a-LA ¢és B-LG ateresztési értéke 10
°C-on kisebb volt, mint 50 °C-on, amely jelenséget a meleg sziirési
homérséklet altali fozott membranszennyezddésnek tulajdonitottak. Az a-
LA és B-LG ateresztési értéke 0,5 bar TMP mellett 65% és 59% volt, ezek
az értékek a permeatumban 78 mg/100 g és 236 mg/100 g a-LA és B-LG
értékeknek felel meg. Hartinger et al. (2019a) altal 10 °C-on és 50 °C-on
kapott eredmények nem egyértelmiick a hémérséklet hatdsat illetden,
mivel a TMP is valtozott a kisérleteik soran, azt 30 percenként 0,5 bar
nyomas emelkedéssel 3,0 bar nyomas értékig novelték.

Jarto et al. (2018) arr6l szamoltak be, hogy a sovany tej mikrosziirése 13
°C-on nagyobb savofehérje-ateresztési értéket eredményezett az 5 °C-0s
szlirési homeérseklethez képest. Hasonld eredményekrdl szamoltak be
France et al. (2021/b), akik megfigyelték, hogy a sovany tej 12 °C-on
torténd mikrosziirése nagyobb B-LG és a-LA koncentraciot eredményezett
a permeatumban, mint 4 °C és 8 °C-0s szlirési homérséklettel eldallitott
permeatum mintakban, azonban a kapott kiilonbségek statisztikailag nem

voltak szignifikénsak.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kidolgozott RP-HPLC-DAD modszer megfeleléségét a 6 tejfehérje
frakciok elvalasztasdra ¢és mennyiségi meghatarozasara a vizsgalt
analitikai teljesitményjellemzdék (specifitas, szelektivitds, linearitds,
torzitatlansag, prezitas, oldatstabilitds) megfeleloségével igazoltam.

Az elvégzett mikrosziirési kisérletek alapjan és a mikrosziirt permeatum és
retentatum mintdk elemzése utan a kovetkezd kovetkeztetések vonhatok
le:

A mikrosziirés soran alkalmazott technoldgiai paraméterek befolyasoljak
a tejben 1évo f0 savofehérje frakciok ateresztési értékét.

A fehérjefrakcionalé mikrosziirés soran a hideg sziirési homérsékleten
megfigyelt ateresztési értékekbeli kiilonbségek, a B-LG A és B-LG B
fehérjefrakciok eltérd viselkedése feltehetden strukturalis kiillonbségekre
vezethetd vissza.

Amint azt mar az irodalmi attekintés fejezetben ismertettem a, 162
aminosavbol allo B-LG A ¢és B-LG B genetikai variansa a 64. és 118
aminosavhelyen térnek el egymastol. 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 hidrofob magban torténik (Sawyer & Kontopidis, 2000).
Fiziologias koriilmények kozott a B-LG A és B foként nem-kovalens
kotésti dimerek formajaban jelenik meg. (McKenzie, 1967; Patrck et al.,
2020), azonban a hémérséklet és a kémhatas a B-LG konformacios
valtozasait eredményezi.

A Tanford-atmenet, amely pH 7,51 vagy 40 °C feletti homérsékleten
kovetkezik be (Tanford, et al., 1959), fokozott hidratacidohoz és laza belsd
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fehérjeszerkezethez vezet (Taulier & Chalikian, 2001). A B-LG ez esetben
monomerként 1étezik. Ez utdobbi magyarazatként szolgalhat, hogy meleg
(45 °C) mikrosziirés soran miért figyeltem meg nagyobb B-LG A és B-LG
B ateresztési értékeket, mint hideg szlirési hdmérséleten.

A B-LG A és B-LG B fehérjefrakcio eltéré viselkedése a két fehérje fizikai-
kémiai tulajdonsagaira vezethetd vissza.

A mikrosziirési kisérletek soran a f-LG B frakcio esetében minden esetben
nagyobb ateresztési értéket figyeltem meg, mint a B-LG A esetében.
Korabban tanulmanyok igazoltdk, hogy a B-LG A és B asszociacios és
disszociacios tulajdonsagai eltéréek valamint a B-LG A és B-LG B eltérd
tulajdonsagairdl szamoltak be (Dong et al., 1996; Oliveira et al., 2001,
Dong et al., 2001) miszerint a B-LG A valtozat rugalmasabb fehérje, mint
a B-LG B valtozata. Tovabba a B-LG B frakcio 6tszor jobban oldodik, mint
a B-LG A variansa. Ez utdbbi azonban taldn ellentmondésos eredmény,
mivel az B-LG A variansnak van egy plusz toltése a 64. aminosavhelyen
1évé aminosav szubsztitucio miatt aszparaginsav (Asp) helyett egy glicin
(Gly).

Az MF/DF retentatumokban hagyomanyos, Kjeldahl-modszerrel
meghatarozott CN/TPN% arany értékek Osszhangban allnak a HPLC-
modszerrel mért eredményekkel, hiszen megallapitottam, hogy meleg
szlirési hémérsékleteken a tejben, legnagyobb aranyban eldrforduld
savofehérje frakcio - B-LG - ateresztési értéke a meleg sziirési
hémérsékleten szignifikdnsan nagyobb (p <0,05), ezaltal a CN/TPN%
arany azonos technologiai paraméterekkel, de meleg sziirési
hémérsékleten eldallitott retentaitumban nagyobb lesz, mint a hideg
mikrosziliréssel eldallitott retentatumokban. Amennyiben a mikrosziirés

célja a legnagyobb CN/TPN% arany elérése, hideg iizemelési
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hémérséklettel nagyobb membranfeliiletre van sziikség a kivant kapacitas
eléréséhez.

A mikroszirt retentatum mintdk CN/TPN% ardnyanak meghatarozasakor
azonban nem tamaszkodhatunk egyediili mérési moddszerként, sem a
hagyomanyos Kjeldahl médszerre, sem az RP-HPLC-DAD modszerre.

A HPLC moédszerrel mért kazeinfrakciok kazeinként és savofehérje
frakciok savofehérjeként valod értelmezése, ezéltal szamszerii 6sszevetése
Kjeldahl-modszerrel meghatarozott CN/TPN% arany eredményekkel
ugyanis tobb szempontbodl is megkérddjelezhetd.

Ahogy azt mar az elsé fejezetben ismertettem a tej hokezelése 60 °C feletti
hémérsékleten a savofehérjék denaturacidjahoz vezethet, mely a
savofehérjék  aggregaciohoz  és  savofehérje-kazein  komplexek
eredményezi (Donato & Guyomarc'h, 2009; Wijayanti, Bansal, & Deeth,
2014). Ezaltal a Kjeldahl-analizis soran — amely a nyers tej nitrogén
frakcionak meghatirozasara szolgal — a retentaitumban 1évé kazein
mennyiségének tulbecslését okozhatja (Lynch et al., 1998).

Az alapanyagként szolgalo tej szivattylzasa, bar részlegesen,de
karosithatja a savofehérjéket (Brodkorb et al., 2016), amely befolyasolja
azok oldhatosagat 4,6-0s pH-értéken, amely a késébbi NCN-vizsgalat
soran, amely szintén a CN/TPN% talbecsléséhez vezet a Kjeldahl-
modszerrel torténd vizsgalat soran (Subhir et al., 2022).

Az RP-HPLC-DAD modszerrel torténé mérési modszernél, az egyes
fehérje frakciok mennyiségi meghatarozasanal a kereskedelmi
forgalomban 1évé fehérje frakcio standardok mindossze 70% - 90%
tisztasaguak, tovabba a modszer hatranya, hogy az RP-HPLC-DAD
elemzés csak a nativ allapotban 1évd savofehérjék vizsgalara szolgaltat

megbizhatdé mennyiségi meghatarozast.
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Vizsgalataim soran a mikroszir6 berendezést szakaszos modon
tizemeltettem. Kordbbi lizemi tapasztalataim alapjan kijelenthetd, hogy
szakaszos tiizemelés mellett az Osszes savofehérjére vetitve kisebb

ateresztési érhetd el mint folyamatos tizemelés mellett.

Javaslatok

A tovabbiakban érdemes lenne kiterjeszteni a mikrosziirési kisérletket
folyamatos tizemeléssel torténd mikrosziirésre és a mért fehérje frakciok
ateresztési értékét Osszehasonlitani a Szakaszos ilizmelés soran kapott
eredményekkel. Az igy nyert informacioval tovabb lehetne optomalizalni

a szlrés soran alkalmazott diafiltracids viz mennyiségét.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kutatasom els6 felében egy RP-HPLC-DAD modszert fejlesztettem, a
tejben 1évé f0 fehérjefrakciok elvalasztasara ¢és  mennyiségi
meghatdrozasara. Az éaltalam javasolt szabadalmi oltalom alatt allo,
optimalt forditott fazisti nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (RP-
HPLC-DAD) mddszer alkalmas a f6 tejfehérjefrakciok és azok genetikai
variansainak egyidejli, hatékony ¢és gyors elvalasztisara, egyszerii
mintael6készitési protokollal, minddssze 20 perces elemzési idovel.

Az RP-HPLC-DAD mddszer megfeleldségét a tejfehérjék elvalasztiasara
és mennyiségi meghatarozasara a vizsgalt analitikai
teljesitményjellemzdkkel linearitas, specifitas, szelektivitas,
torzitatlansag, ismételhetdség, reprodukalhatdosdg megfeleloségével
igazoltam. Az RP-HPLC-DAD moddszer alacsony kimutatasi hatarral
rendelkezik az egyes fehérjefrakciokra vonatkozodan, ezaltal lehetdvé téve
mikrosziirt permedtum ¢és retentdtum mintdk fehérjeprofiljanak
meghatarozasat is. Ezaltal lehetdvé valik, hogy meghatarozzuk illetve
optimalizaljuk az egyes fehérje frakciok elvalasztasdhoz/koncentralasahoz
sziikséges technologiai paramétereket.

Kutatdsom masodik felében folozott, pasztorozott tejbél mikroszirt
permeatum- ¢és retentatum mintdkat allitottam eld hideg szlirési
hémérsékleten (15+1 °C) és hagyomanyos meleg szlirési hdmérsékleten
(45+1°C) 0,2 um és 0,5 um névleges porusatmérdjii membranokkal, majd
vizsgéltam a mintak 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

mikroszlrés soran az egyes fehérje frakciok ateresztési értékét, a sziirés ot
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pontjaban permedtum- ¢és retentatum fazismintakat vettem, majd
vizsgaltam azok fehérje profiljat és fizikai-kémiai paramétereit.
Kutatdsommal ravildgitottam arra, hogy a fehérje frakcionald mikroszlirés
soran a szurési homérséklettel befolyasolhatd az egyes savofehérje
frakciok ateresztése, ezaltal a végtermék fehérjeprofilja.

Megallapitottam, hogy a mikrosziirés sordn a szlirési hdémérséklet nagyobb
mértékben befolyasolja a B-LG A és B-LG B frakciok ateresztési értékét,
mint az alkalmazott membran pdérusmérete. Az a-LA frakcid esetében
azonban sem a porusméret sem a sziirési hdmérséklet nem befolyasolja a
frakcié mikrosziir6 membranon vald athaladasat az altalam alkalmazott
technolodgiai paraméterekkel.

A kapott eredmények alapjat adhatjdk 1) gyartastechnologia
kidolgozéasahoz, 4j funkcionalis élelmiszerek fejlesztéséhez és ezért az ipar
szadmara is hasznosithato tudast jelen

t.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kidolgoztam és validaltam egy forditott fazisi nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias (RP-HPLC-DAD) eljarast a tejben 1évo £6
fehérje frakciok (k-CN, asl-CN, as2-CN, B-CN, B-LG, a-LA) és
azok genetikai varidnsainak egyideji  elvalasztasdra és
meghatdrozasara.

2. A mikroszlrési kisérletekkel és a mikrosziirt permeatum- és
retentitum mintdk RP-HPLC-DAD elemzése alapjan kapott
fehérjeprofilok alapjan megallapitottam, hogy 0,2 pm és 0,5 pm
porusméretii membran mind 15 °C, mind 45 °C hémérsékleten, a
6 kazein frakciokra szelektiv; lehetové teszi a-LA, B-LG A és -
LG B frakcioban gazdag és as-CN, k-CN, B-CN frakcidoban
szegény permeatum, valamint as-CN, k-CN, B-CN frakcioban dus
retentatum eloallitasat.

3. Megallapitottam, hogy mikrosziirés soran az a-LA, B-LG A és B-
LG B fehérjefrakciokat 15 °C-os sziirési hdmérsékleten eltérd
viselkedésmechanizmus jellemzi, mivel az egyes frakciok
ateresztési  értékei eltérnek p<0,05 szignifikancia szinten.
Ugyanakkor 45 °C-os szlirési hémérsékleten a kiilonbségek nem
szignifikansak (p<0,05).

4. A mikroszlirési kisérletek sorozataval ¢és RP-HPLC-DAD
mérésekkel igazoltam, hogy az altalam alkalmazott technolédgiai
paraméterek esetében a szlirési hdmérséklet megvalasztasdval nem
lehet szignifikansan befolyasolni az a-LA fehérje frakciok

ateresztési értékét a fehérjefrakcionald mikroszlirés soran
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5. Megallapitottam, hogy a az altalam alkalmazott technoldgiai
paraméterek mellett a sziirési homérseklettel befolyasolhato a -
LG-A ¢és B-LGB fehérje frakciok ateresztési értéke/retencioja.

6. Meérésekkel (RP-HPLC-DAD, Kjeldahl modszer) igazoltam, hogy
amennyiben a fehérje frakciondldé mikrosziirés célja a CN: WP
arany legnagyobb aranyu eltolasa, abban az esetben az altalam
alkalmazott technologiai paraméterek mellett a leghatékonyabb
mikroszlirési paraméter a 0,5 upum poérusméret membran

alkalmazasa meleg (45 °C) szlirési hdmérséklet mellett.
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10. MELLEKLETEK

1. sz. melléklet: B-CN fehérje genetikai variansainak aminosav valtozasai az aminosav szekvenciaban (209

AA)
Aminosavszam
B-CN
varidns 13 25 35 36 37 67 72 8 93 106 117 122 137 138
A2 Ser-P Arg Ser-P Glu Glu Pro Glu Leu GIn His GIn Ser Leu Pro
Al His
A3 Glu
B His Arg
C Ser Lys  His
D Lys
E Lys
F His Leu
G His Leu
H1 Cys lle
H2 Glu Leu Glu
H3 Leu
I Ser-P Arg Ser-P Glu Pro Pro Glu Leu GIn His GIn Ser Leu Pro
159
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2. sz. melléklet: B-LG fehérje genetikai variansainak aminosav valtozasai az aminosav szekvenciaban (162

AA)
B-LG Aminosavszam
varidns 28 45 50 56 59 64 78 108 118 129/130 158
A Asp Val
B Aps Glu Pro lle Gin Gly lle Glu Ala Asp Glu
C His
D GlIn
Dr Asn Asp Val
E Gly
F Ser Tyr Gly
G Met Gly
W Leu
| Gly

Buzés Henrietta — Doktori (PhD) Disszertacio

160



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2025.002

Mellékletek

3. szamu melléklet: A 0,2 um pérusméretii membran 15 °C-os sziirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (1a kisérlet).

k-CN as-CN B-CN a-LA pB-LGB B-LGA

Minta megnevezése
mg/100 g

Folozott tej 328,847,2  1518,949,6 962,4+5,2  89,1+0,3 105,9+£0,5 184,5+0,7
MFEcc VR 20% 705,8€11,2 3204,7+£12,3 1801,2+6,4 150,6+0,7 206+0,3 376,9+1,3
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 39,6+0,2 29,5+1,3 32+0,6
MFcc VR 40% 642+10,5 3442,1+4,1 1880,8+11,3 162,2+1,1 227,6+0,2 402,3+0,4
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 43,8+0,2 29,8+0,1 32,8+0,4
MFEcc VR 66% 2122,6+£13,2 6573,3£22,7 5417+12,5 241,6£0,6 369,3+2,2 636,9+0,1
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 61,9+0,3 36,8+0,7 47,2+0,6
MEcc VR 66% DF 60% 1206,4+4,9 5741,9+17,5 3324489 175,2+0,3 337,4+1,1 572,2+3,2
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 61,7+0,5 53,1+0,6 79,9+0,6
MFcc VR 66% DF 120% 1521,3£12  6814+14,6 3968+12,3  157+0,3 365,4+0,9  628+0,7

<LOD <LOD <LOD 43,7+0,1 48,9+0,1 71,2+0,4

MFperm VR 66% DF 120%

Buzés Henrietta — Doktori (PhD) Disszertacio

161



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2025.002

Mellékletek

4. szamu melléklet: A 0,2 um poérusméretli membran 15 °C-os szlirési homérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (1b kisérlet).

k-CN as-CN B-CN a-LA B-LGB B-LGA
Minta megnevezése
mg/100 g
Fol5z5tt tej 364,846,1  1487,5+16,7 857,6£10,9 75+0,6 98,5+1,3 161,7+2,9
MEcc VR 20% 62524228 2439,9+47,1 1503,6+14,9 111,51,7 153,3+1,3 245,645
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 26,7+0,3 22,3+0,2  19,4+0,2
MEcc VR 40% 730,2+10,5 2954,7+48 1784,9+16,7 127,11  179+1,4 292,842.4
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 26,2+0,3  21,6+0,1 17,2+0,5
MFcc VR 66% 1326,8+17,1 4840,1+103,2 2970+44,9  195,2+0,8 294,8+1,5 465,6+1,3
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 37,6+£0,1 25,7+0,2  26,1+0,8
MFcc VR 66% DF 60% 1012,2+0,6 3958,7425,9 2447,4+14,2 1314£3,1  238,642,2 357,7+0,8
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 36,9+0,6 32,9+04  38,4+0,6
MFcc VR 66% DF 120% 1137,7€15  4566,4+77,2 2738,5+440,2 111,2£2,4 239,3+6,7 377,6+3,2
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 28,1+0,7 30,6+0,1  35,3£1,3
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5. szamu melléklet: A 0,2 um poérusméretii membran 15 °C-os sziirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (1c kisérlet).

k-CN as-CN B-CN a-LA B-LGB B-LGA
Minta megnevezése
mg/100 g

Fol676tt tej 329,249,5  1576,8492,1 958,9+£55,6  63,3+2,6 88,842 157,6+6
MFcc VR 20% 613,4+12,5 2630,7+£30,1 1600,3+45,2 88,244,9  145,9+5,1 239,7£1,9
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 25,3+0,7 252+0,3  24,5+0,3
MFcc VR 40% 729,8431,6 3411,1+46,2 2040,5+53,1 110,8+0,4 181,2+0,8 303,8+£3,4
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 25,6+0,1  24,5+0,3  22.4+0,5
MFcc VR 66% 1140,6+60,2 4849,2+241,4 3009,1+131,8 148+7,6 272,5£10,4 446,8+2,2
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 32,4£0,7  27+0,6 27,41
MFcc VR 66% DF 60% 1174+£35 5096,4+110,4 2984,9+128,7 115,5£2,8 249,5t£14,7 410,9+14,6
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 36,5¢1,1  35,8+1 43,9+0,7
MFcc VR 66% DF 120% 1122,2+34,3 4964,8+265,2 3077,3+123,3 8943,5 235,149,7 362,8+19,8
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 30,6£1,5  35,4£1,2  43,4+0,5
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6. szamu melléklet: A 0,2 um porusméretii membran 45 °C-0s sziirési homérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (2a kisérlet).

K-CN as-CN B-CN a-LA B-LGB B-LGA
Minta megnevezése
mg/100 g

Folozott tej 321,8420,7 1294,8+116,2 637,6+64,3  72,5+6,6 87,2484 148,2+15,9
MFEcc VR 20% 1015,6+£28,2 4119,4+69,4 2508,7+47,6 129,5£1,3 184,543,6 311,8+3,6
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 40,4+3,2  3534+2,7  46,842,5
MFEcc VR 40% 953,2+35  4052,6+184,3 2497,7491,2 128,648,3 186,2+8,6 312,3+£9,6
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 40,4+0,7  35,7+1,3  47,8+0,6
MFcc VR 66% 1359,7+487,4 5321,9+296,6 3332,6+161,8 143,8+48,2 237,9+12,9 367,4+21,8
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 49,1+0,8  45,9+1,1  66,5+0,8
MFcc VR 66% DF 60% 1405,1+£58,3 5598,6+154,3 3372+111,4  101£1,2  193,2+4,1 288,6+8,2
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 40,9+7,1 54,2£8,9  82,6+15.9

MFcc VR 66% DF 120% 1578,5+£51,8 5798,7£268,2 3617,5£103,5

MFperm VR 66% DF 120%  <LOD <LOD <Lob

61,9+3,5 138,3+6,5 193,5+0,6
28,2+1,2  45,9+1,2  69,4+2,5
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7. szamu melléklet: A 0,2 um porusméretii membran 45 °C-0s sziirési homérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (2b kisérlet).

Kk-CN as-CN B-CN a-LA B-LGB B-LGA

Minta megnevezése
mg/100 g

Folozott tej 272,9+6,7 1363,5+33  823,1£152  683+04 83,8403  142,7+1,8
MFcc VR 20% 568,447,2 273831894 1716,14462 108,5+2,3 149,949,6 241,949,9
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 275417 30324 34,4433
MFcc VR 40% 733,9+30,1 3393,9+131,8 2045,7449,5 119,7+1,9 164,142,5 287,2+6.5
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 193126  31,642,5 39439
MFcc VR 66% 1116,4+46,8 4758,7494.4 2960,4+77,9 143,646,6 220+10,1 367,8+15.9
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 535415  49,5+1,5 704434
MFcc VR 66% DF 60%  1155,5¢41,9 5096,34273  2926,4+169,3 97,8+12,5 188,148,1 288,2+4
MFperm VR 66% DF 60%  <LOD <LOD <LOD 395122  489+14 72,242
MFcc VR 66% DF 120%  1037,9+35,7 4697,2+446,1 3004£71,7  70,8+1,3  153242,6 220,5+3.4
MFperm VR 66% DF 120%  <LOD <LOD <LOD 234408 36,4+l 47,6209
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8. szamu melléklet: A 0,2 um porusméretii membran 45 °C-os szlirési homérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (2¢ kisérlet).

. ) k-CN as-CN B-CN a-LA B-LGB B-LGA
Minta megnevezése mg/100 g
Fo616z06tt tej 336,5+£13,6 1331,9+62,9 804+26,7 60,6+4,3 88,3+6,4 140,6+8,2
MFcc VR 20% 550,6+4,2  2024,4+165,6 1236,4+46,7 86,6+5,3 134£13,2  204,9+9,3
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 13,8+1,1 23,1+0,5  22,3+0,9
MFcc VR 40% 659,1+11 2416,6+£226,7 1523,3£22,3 100,5+6,1 154,3+10,5 244+16,1
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 20+0,8 25+1,5 26,1+0,7
MFcc VR 66% 1207,4+10,6 4052+85,3 2498424 151,4£7,8 260,1£7,6 388,2+6,6
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 26,7€1,8  29+0,8 35,2+0,1
MFcc VR 66% DF 60% 1235+41,8  3990,1+179,2 2435,8+64,3 134,1+13,5 241+26,8 361,84+27,1
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 22,2425  293+1,7  32,9+1,6
MFcc VR 66% DF 120% 1222,6+19,4 4333+201,4 2512,2+71 112,249 229,8+17,7 358,4+19,1
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 17,3+1,1 25,5+0,9  24,5+0,6
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9. szamu melléklet: A 0,5 um porusméretii membran 15 °C-os szilirési homérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (3a kisérlet).

k-CN as-CN B-CN a-LA B-LGB B-LGA

Minta megnevezése
mg/100 g

Folozott tej 378,3£19,2 1573,6£37,5 940,6+17 59,8444  91,246,1 169,573
MFcc VR 20% 541,8449,4 2250,7+61 1372,1+40,2 82,3+4,9 135,245 232,247,6
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 17,1£1,4  27,1£2,6  31,5+1,1
MFcc VR 40% 667+15,4 2730,1£134,6 1691,2+47,9 92,1+£3,5  154,2+11,2 284+11
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 22,940,7 29,942 36,842
MFcc VR 66% 1147873  4794,4+190,1 2773,1+133  139+7.3 258,7£5,1  441,2+6,8
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 35+1,2 38,6£1,7  55,6+0,9
MFcc VR 66% DF 60% 1128,7+424,1 4557,7+£28,9 2728,7+58,5 99,1+3,3  217,443,5 376,248,9
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 34,812 46,3£2,6  71,3£2,8
MFcc VR 66% DF 120% 1235,1+12,5 4921,1£312,1 2857,7£139,7 76,6+£3,1  196,6+6,6 324,5+12,2
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 27,8+0,8  44,7£2,7  69,24+2,6
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10. szamu melléklet: A 0,5 pm porusméretii membran 15 °C-os szlirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak
fehérjeprofilja (3b kisérlet).

k-CN as-CN B-CN a-LA B-LG B B-LG A
Minta megnevezése
mg/100 g

Folozott tej 334,8420,7 1463,5+30 962,4+5,0 116,5+£2,5 241,4+52 241,453
MFcc VR 20% 465,2430,2 2221,7+61 1299,1£10,2 152,743,4 328,2+1,2  328,2+7,7
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 52,7472,2  116,5¢1,4 116,5+0,9
MFcc VR 40% 624,2+11,4 2830,1+100,6 1459,4+12 177,3£3,1  360,5+4,2  360,5+7,0
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 21,4252 24+1,7 24+1,3
MFcc VR 66% 1217,8447,3 4892,4+111,1 25237,1£10,3 252,1+,3, 531+6,4 531+8,2
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 23,9427 26,3+1,4 26,3+0,8
MFcc VR 66% DF 60% 1247,1149,9 4657+29,2 2822,1+44,0 235,2+2,9  480,7+6,9 480,7+7,9
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 31,6+£31,8 37,6+1,8 37,6+2,9
MFcc VR 66% DF 120% 1219,65+13 4757+22,3 2812,3£32,9 196,4+4,0 431,7+7,7 431,7£3,2
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 24,5+31,4  36,3+0,7 36,3+1,6
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11. szamu melléklet: A 0,5 pm porusméretii membran 15 °C-os szlirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (3¢ kisérlet).

. ’ k-CN as-CN B-CN a-LA B-LG B B-LG A

Minta megnevezése mg/100 g

Folozott tej 324,5£121 1318,8+114,2  942,4+5,2 52,741 72,2422 116,5+0,8
MFEcc VR 20% 524,6+2,1  4034,4+54,6 1801,2+6,4  69,2+1,1 106,3+1,6  152,7+0,6
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 52,7472,2  116,5+2,2  116,5+0,8
MFcc VR 40% 701,1+8,1  4052,6+184,3 1880,8t11,3 71,242,6 112+1,5 177,3+1,1
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 21,4252  24+£1,6 24+0,6
MFcc VR 66% 1134,4£8,6 5429,1+192,6 5417,2+12,5 101,3*1,3 177,6+1,1  252,1£1,2
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 23,9427  26,3£1.,5 26,3+1,1
MFcc VR 66% DF 60% 1248,65+11,2 5621,5+123,3 3324,3£8,9 81,3+24 164,1+1,6  235,2+1,1
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 31,6+31,8  37,6+1,1 37,6+1,2
MFcc VR 66% DF 120% 1224,6+11,0 5589,3£99,3  3968+12,3 80,1%1 155,240 196,4+0
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 24,5+31,4  36,3%1,6 36,3+1,1
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12.szamui melléklet: A 0,5 um porusméretii membran 45 °C-os szlirési homérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (4a kisérlet).

k-CN as-CN B-CN a-LA B-LG B B-LG A

Minta megnevezése
mg/100 g

Fo616z0tt tej 248,8+222 1155,7+¢116,2 725,8+64,3 45,1+6,6 60,9+8,4 109,8+15,9
MFcc VR 20% 465+34,1 2048,2+69,4 1301,6+47,6 91,2+1,3 60,2+3,6 157,3+£3,6
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 45,1+0,6 60,9+1,3 109,8+2,9
MFcc VR 40% 508,3+41,3 2542,3+184,3 1531,8491,2 111£8,3 69,1+8,6 191,1+9,6
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 26,4+1,7 33,9+1,3 46,545
MFcc VR 66% 1098,5£52,3 3628,9+296,6 2289+161,8 161,648,2  84,6+12,9  251,5+21,8
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 28,6+1 36,3t1,4 52,742,4
MFcc VR 66% DF 60% 802,1+71,4 3751,4+154,3 2375+111,4 135,71,2  62,444,1 202,6+8,2
MFperm VR 66% DF 60% <LOD <LOD <LOD 34,6+0,8 42,1+1,5 64,1+1,3
MFcc VR 66% DF 120% 897,6£69,3 3925,3+268 2429+103,5 119,3£3,5 51£6,5 170,4+0,6
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 23,7+3,1 35,722 50,5+0,8
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13. szamu melléklet: A 0,5 pm porusméreti membran 45 °C-os sziirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (4b kisérlet)

k-CN as-CN B-CN a-LA B-LG B B-LG A
Minta megnevezése
mg/100 g
Fo616z0tt tej 353,544,8  4,8£1190 1190+56,7 56,7£721,2  721,2430,4  30,4+49,8
MFcc VR 20% 563,7+30 30+£2064,5 2064,5£69,3 69,3£1350,3 1350,3£74,9 74,9+68,8
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 49,8+1,5 71,1£1,3 115,1+£2,3
MFcc VR 40% 699,8+40,9 40,9+2680,6 2680,6+97,5 97,5+1648 1648+39,7 39,7+74,4
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 20,1+1 29,2+1,6 34+0,7
MFcc VR 66% 782,5+74,3 74,343609,8 3609,8+102  102+2339,9 2339,9+£53,9 53,9+91,6
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 21,3+2,6 32+3.4 40,4+6,6
MFcc VR 66% DF 60% 921,1+17,8 17,843266,9 3266,9+£85,3 85,3£1934,6 1934,6+124,3 124,3+68,9
MFperm VR 66% DF 60%  <LOD <LOD <LOD 24,3£1,9 41,742,6 58,9+4,2
MFcc VR 66% DF 120% 861,7+136,1 136,1+3600,7 3600,7+112,1 112,1+2282,6 2282,6+52,2 52,2+54,1
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 18,5+1,3 36,9+2,2 47,5%5
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14, szami melléklet: A 0,5 pm poérusméretli membran 45 °C-os sziirési homérséklettel eldallitott fazismintak

fehérjeprofilja (4c kisérlet).

) ] k-CN as-CN B-CN a-LA B-LGB B-LGA
Minta megnevezése mg/100 g
Folozott tej 332,9+1,7  1048+63,5 636,3+48,2  44,7+1,7 63,742 111,5+1,6
MFcc VR 20% 589+16,5 1658,2+55,2 1047+39,1 59,9£3,1  99+4,1 155,9+7,1
MFperm VR 20% <LOD <LOD <LOD 14,3+0,1  38,7£1,6  35,6+2,1
MFcc VR 40% 641,5+£26,7 1928,4+44,6 1181,8+51,1 68,8+5,8 108,2+7,8 177,2+15,2
MFperm VR 40% <LOD <LOD <LOD 16,6+£1,1 40,5423  42+1,7
MFcc VR 66% 1139,5+50  3087,8+159,5 2068,3+114,6 94,8+6,5 174,7+#8,3 259+£19,5
MFperm VR 66% <LOD <LOD <LOD 19,1+1,1  42,8+42,5 53,6+1,2
MFcc VR 66% DF 60% 1136,2+47  3067,7£101,7 1872,8+68,3 67,6+4,7 140,3£2,8 199,9+8,9
MFperm VR 66% DF 60%  <LOD <LOD <LOD 16,3£1,3  37,6£3,2  39,5£1,6
MFcc VR 66% DF 120% 1079,4+39,8 2765,2+103,6 1759,9+7,7  46+2,9 115,3£1,5 148,1+£0,8
MFperm VR 66% DF 120% <LOD <LOD <LOD 13,8¢0,7 28,9+2,1 33,6*1,6
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15. szamu melléklet: A 0,2 pm porusméretii membran 15 °C-os szlirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (1a kisérlet)

Szérazanyag- Zsirtartalom Fehér!etarwlum Kazeinfehérje Savifehérje NPN Hamutartalom Lakuiz’tartalom .
Minta megnevezése: tartalom (TN = 6,38) (szamolt) pH-érték Titralhatd
savassig
g/100g
1. Folozott tej 8,65 0,06 3.21 2,41 0,61 0,19 0,67 4,71 6,82 5,80
.2. MFce VR 20% na. na. 4,63 3,58 0,86 0,19 na. na. na. na.
I3_ MFperm VR 20% n.a. na. 0,25 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
I4. MFecc VR 40% n.a. n.a. 7,35 5,80 1,30 0,20 n.a. n.a. n.a. n.a.
IS. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,29 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
:6. MFce VR 66% 15,19 0,18 9,04 7,22 0,67 0,24 1,24 4,73 6,82 13,44
ET. MFperm VR 66% n.a. na. 0,34 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
IR. MF étlag permedtum n.a. n.a. 0,29 <0,038 0,07 0,19 n.a. n.a. n.a. n.a.
j‘). MF/DFce VR 66% DF 60% n.a. n.a. 9.80 8,00 1,68 0,12 n.a. n.a. n.a. n.a.
IIO. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,29 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Il 1. MF/DFcc VR 66% DF 120% 10,02 0,19 9,83 8,10 1,36 0,10 n.a. n.a. 6,99 7,60
IIZ_ MF/DFperm VR. 66% DF 120% n.a. n.a. 0,21 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
I 13. MF/DF atlag permeatum n.a. n.a. 0,14 <0,038 0,08 0,05 n.a. n.a. n.a. n.a.
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16. szamu melléklet: A 0,2 pm porusméretii membran 15 °C-os sziirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (1b kisérlet).

Sz::;s::iag- Zsirtartalom Fe?:ge:‘:;sl; m Kazeinfehérje Savéfehérje NPN  Hamutartalom Lai;::::::;:}:om Titrélhaté

Minta megnevezése: pH-érték savasshg
g/100g

1. Folozott tej 8,56 0,10 3,20 2,42 0,59 0,19 0,73 4,53 6,78 6,82
.2. MFee VR 20% n.a. n.a. 4,93 3,68 0,88 0,37 n.a. n.a. n.a. n.a.
I3_ MFperm VR 20% n.a. na. 0,27 n.a. n.a. 0,08 n.a. n.a. n.a. n.a.
I4. MFce VR 40% n.a. n.a. 6,08 4,62 1,08 0,38 n.a. n.a. na. n.a.
IS. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,27 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
6. MFce VR 66% 13,82 0,30 8,67 6,88 1,40 0,21 1,15 3,70 6,78 12,08
j?. MFperm VR 66% n.a. na. 0,30 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. na. n.a.
IR. MF étlag permedtum n.a. n.a. 0,28 <0,038 0,19 0,09 n.a. n.a. n.a. n.a.
j9. MF/DFcc VR 66% DF 60% n.a. n.a. 8,72 7,05 1,55 0,12 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ill'}, MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,22 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. na. n.a.
Il 1. MF/DFce VR 66% DF 120% 9,93 0,31 8,79 7,25 1,45 0,09 0,73 0,10 6,97 7,20
IIZ, MF/DFperm VR 66% DF 120% na. na. 0,14 n.a. na. na. na. na. na. n.a.
I13_ MF/DF itlag permeatum n.a. =0,031 0,13 <0,038 0,07 0,06 n.a. n.a. n.a. n.a.
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17. szamu melléklet: A 0,2 um porusméretii membran 15 °C-os sziirési homérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (1c kisérlet).

Szérazanyag- Zsirtartalom Fehérjetartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrélha’lt(b

savassig
g/100g

1. Folozott tej 8,75 0,20 3,42 2,58 0,70 0,14 0,71 4,42 6,78 6,60

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 5,52 433 1,05 0,14 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,27 <0,038 0,12 0,14 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFcc VR 40% n.a. n.a. 6,74 5,32 1,28 0,14 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,28 <0,038 0,13 0,14 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFcc VR 66% 14,63 0,40 9,40 7,56 1,69 0,15 1,14 3,69 6,76 12,00

7. MFperm VR 66% 4,49 0,04 0,30 <0,038 0,14 0,14 0,46 3,69 6,86 3,40

8. MF atlag permedtum 5,29 <0,031 0,26 <0,038 0,11 0,14 0,47 4,53 0,89 3,20

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 12,25 0,45 9,41 7,67 1,68 0,06 0,94 1,45 6,94 9,00

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,27 <(,038 0,21 0,05 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFcc VR 66% DF 120% 10,64 0,44 8,93 7,38 1,53 0,03 0,81 0,46 7,03 7,20

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% na. n.a. 0,17 <0,038 0,16 0,02 na. n.a. na. n.a.

13. MF/DF atlag permeatum 1,68 <0,031 0,11 <0,038 0,07 0,04 0,14 1,40 7,09 0,92
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18. szamu melléklet: A 0,2 pm porusméretii membran 45 °C-os sziirési homérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (2a kisérlet).

Szérazanyag- Zsirtartalom Fehérjetartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrélha’lt(b

savassig
g/100g

1. Folozott tej 9,36 0,04 3,14 na. na. 0,18 0,73 4,82 6,89 6,52

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 7,87 n.a. n.a. 0,19 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,33 n.a. n.a. 0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFcc VR 40% n.a. n.a. 7,72 n.a. n.a. 0,20 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,34 n.a. n.a. 0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFcc VR 66% 16,40 0,29 9,53 na. n.a. 0,21 1,26 4,17 6,85 12,60

7. MFperm VR 66% n.a. n.a. 0,40 n.a. n.a. 0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.

8. MF atlag permeatum n.a. n.a. 0,36 n.a. n.a. 0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% n.a. n.a. 10,09 n.a. n.a. 0,10 n.a. n.a. n.a. n.a.

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,32 n.a. n.a. 0,08 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFcc VR 66% DF 120% 13,50 0,33 10,13 na. n.a. 0,10 1,04 0,74 6,92 5,40

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% n.a. n.a. 0,24 n.a. n.a. 0,04 n.a. n.a. n.a. n.a.

13. MF/DF atlag permeatum n.a. n.a. 0,25 n.a. n.a. 0,06 n.a. n.a. n.a. n.a.
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19. szamu melléklet: A 0,2 pm pérusméretli membran 45 °C-os sziirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (2b kisérlet).

Szérazanyag- Zsirtartalom Fehérjetartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrélha’lt(b

savassig
g/100g

1. Folozott tej 8,93 0,08 3,26 2,44 0,61 0,21 0,72 4,87 6,73 7,10

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 5,50 4,30 1,00 0,20 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,32 n.a. n.a. 0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFcc VR 40% n.a. n.a. 6,51 5,14 n.a. 0,21 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,36 n.a. n.a. 0,13 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFcc VR 66% 15,28 0,23 9,17 7.43 1,38 0,21 1,26 4,62 6,70 17,80

7. MFperm VR 66% 5,74 0,04 0,47 <0,038 0,31 0,13 0,37 4,86 6,66 3,16

8. MF atlag permedtum 5,56 0,08 0,37 <0,038 0,23 0,13 0,40 4,71 6,68 3,00

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 12,53 0,21 9,20 7,55 1,54 0,11 1,04 2,08 6,99 9,08

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,33 n.a. n.a. 0,08 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFcc VR 66% DF 120% 11,41 0,21 9,33 7,75 1,51 0,07 0,90 0,97 6,60 9,88

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% n.a. n.a. 0,20 n.a. n.a. 0,04 n.a. n.a. n.a. n.a.

13. MF/DF atlag permeatum 1,74 0,13 0,22 <0,038 0,16 0,06 0,16 1,23 6,89 1,00
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20. szamu melléklet: A 0,2 um pdérusméretii membran 45 °C-os szlirési homérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (2¢ kisérlet).

Szérazanyag- Zsirtartalom Fehérjetartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrélha’lt(b

savassig
g/100g

1. Folozott tej 8,68 0,08 3,28 2,50 0,61 0,17 0,72 4,60 6,69 6,40

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 4,70 3,68 0,87 0,16 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,26 n.a. n.a. 0,16 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFcc VR 40% n.a. n.a. 5,98 4,73 1,06 0,19 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,27 n.a. n.a. 0,16 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFcc VR 66% 14,18 0,38 9,09 7,35 1,55 0,19 1,21 3,50 6,00 21,60

7. MFperm VR 66% 4,89 0,07 0,33 <0,038 0,14 0,16 0,40 4,09 6,50 3,40

8. MF atlag permedtum 4,85 0,04 0,28 <0,038 0,11 0,16 0,43 4,10 6,54 3,20

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 11,59 0,40 9,19 7,60 1,48 0,11 0,97 1,03 5,78 23,48

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,18 n.a. n.a. 0,07 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFcc VR 66% DF 120% 11,03 0,35 9,61 8,01 1,51 0,09 091 0,16 5,89 19,00

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% n.a. n.a. 0,12 n.a. n.a. 0,03 n.a. n.a. n.a. n.a.

13. MF/DF atlag permeatum 1,96 0,28 0,13 <0,038 0,06 0,05 0,12 1,43 6,52 1,44
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21. szamu melléklet: A 0,5 um porusméretii membran 15 °C-0s szlirési hdmérséklettel eléallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (3a kisérlet).

Szérazanyag- Zsirtartalom Fehérjetartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrélha’lt(b

savassig
g/100g

1. Folozott tej 9,19 0,20 3,39 2,58 0,61 0,18 0,71 4,89 6,80 6,52

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 4,70 3,70 0,82 0,19 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,32 n.a. 0,15 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFcc VR 40% n.a. n.a. 5,92 4,71 1,02 0,19 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,33 n.a. 0,13 0,20 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFcc VR 66% 14,96 0,37 9,01 7,26 1,54 0,21 1,17 4,41 6,78 11,20

7. MFperm VR 66% 5,63 0,10 0,40 0,05 0,20 0,16 0,44 4,69 6,83 3,28

8. MF atlag permedtum 6,16 0,15 0,31 <0,038 0,13 0,16 0,45 5,25 6,83 3,25

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 12,29 0,40 9,09 7,38 1,54 0,17 0,95 1,85 6,91 8,64

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,33 n.a. 0,15 0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFcc VR 66% DF 120% 11,28 0,41 9,28 7,68 1,52 0,08 0,86 0,73 6,89 7,12

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% na. n.a. 0,26 na. 0,17 0,09 na. n.a. na. n.a.

13. MF/DF atlag permeatum 2,15 0,04 0,19 <0,038 0,10 0,07 0,14 1,79 6,99 1,00
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22. szamu melléklet: A 0,5 pm pérusméretii membran 15 °C-os sziirési homérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (3b kisérlet).

Sirazanysg- Zsirtartalom Fehdejstartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrilh:?té

savassag
g/100g

1. Folozott tej 8,65 <0,031 3,41 2,56 0,66 0,19 0,71 4,50 6,69 6,56

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 4,69 3,59 0,89 0,21 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,35 n.a. n.a. 0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFce VR 40% n.a. n.a. 5,63 4,42 1,01 0,20 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,37 n.a. n.a. 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFce VR 66% 13,79 0,18 8,24 6,55 1,47 0,22 1,08 4,29 6,71 10,80

7. MFperm VR 66% 5,81 0,03 0,47 0,18 0,12 0,17 0,39 4,92 6,81 3,60

8. MF atlag permedtum 5,04 <0,031 0,35 0,09 0,09 0,17 0,34 4,34 6,79 3,20

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 11,15 0,24 8,23 6,68 1,42 0,13 0,84 1,84 6,86 8,08

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,24 n.a. n.a. 0,08 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFce VR 66% DF 120% 10,10 0,22 8,31 6,83 1,42 0,08 0,73 0,84 6,97 6,40

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% n.a. n.a. 0,22 n.a. n.a. 0,04 n.a. n.a. n.a. n.a.

13. MF/DF éatlag permeatum 1,85 0,04 0,25 0,11 0,08 0,06 0,12 1,44 6,95 1,12

Buzés Henrietta — Doktori (PhD) Disszertacio 180



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2025.002
Mellékletek

"o

23. szamu melléklet: A 0,5 um porusméretti membran 15 °C-os sziirési hémérséklettel eléallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (3¢ kisérlet).

Szérazanyag- Zsirtartalom Fehérjetartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrélha’lt(b

savassig
g/100g

1. Folozott tej 8,66 0,05 3,22 2,43 0,59 0,20 0,64 4,75 6,84 6,20

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 4,48 3,51 0,79 0,19 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,37 n.a. n.a. 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFcc VR 40% n.a. n.a. 5,45 428 0,95 0,22 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,41 n.a. n.a. 0,23 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFcc VR 66% 13,08 0,20 7,87 6,29 1,36 0,23 1,02 3,99 6,84 9,88

7. MFperm VR 66% 5,11 0,03 0,43 0,09 0,12 0,23 0,40 4,25 6,92 3,12

8. MF atlag permedtum 5,12 <0,031 0,37 0,08 0,08 0,21 0,42 4,31 6,91 3,08

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 10,78 0,26 8,08 6,52 1,38 0,18 1,03 1,41 6,96 7,60

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,40 n.a. n.a. 0,10 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFcc VR 66% DF 120% 9,77 0,20 8,16 6,69 1,28 0,19 0,74 0,67 7,08 6,00

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% n.a. n.a. 0,26 n.a. n.a. 0,08 n.a. n.a. n.a. n.a.

13. MF/DF atlag permeatum 1,75 0,12 0,20 <0,038 0,12 0,05 0,14 1,29 7,06 1,00
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24. szamui melléklet: A 0,5 um porusméretii membran 45 °C-os szlirési hdmérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (4a kisérlet).

Szérazanyag- Zsirtartalom Fehérjetartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrélha’lt(b

savassig
g/100g

1. Folozott tej 8,54 0,06 3,30 2,48 0,65 0,17 0,71 4,47 6,68 6,60

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 5,19 4,03 1,00 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,43 n.a. n.a. 0,16 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFcc VR 40% n.a. n.a. 6,24 4,88 1,20 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,47 n.a. n.a. 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFcc VR 66% 14,45 0,30 8,52 6,90 1,46 0,17 1,18 4,45 6,71 11,28

7. MFperm VR 66% 5,90 <0,031 0,57 0,08 0,33 0,17 0,46 4,85 6,63 3,52

8. MF atlag permedtum 5,73 <0,031 0,46 0,04 0,24 0,18 0,47 4,79 6,65 3,28

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 14,03 0,31 8,02 6,70 1,23 0,09 0,88 4,82 6,86 7,80

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,35 n.a. n.a. 0,07 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFcc VR 66% DF 120% 10,53 0,31 8,64 7,40 1,17 0,07 0,86 0,72 6,92 6,56

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% n.a. n.a. 0,26 n.a. n.a. 0,03 n.a. n.a. n.a. n.a.

13. MF/DF atlag permeatum 1,63 0,06 0,20 <0,038 0,15 0,04 0,12 1,24 6,88 0,88

Buzés Henrietta — Doktori (PhD) Disszertacio 182



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2025.002
Mellékletek

"o

25. szamu melléklet: A 0,5 um porusméreti membran 45 °C-os sziirési homérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (4b kisérlet).

Sirazanysg- Zsirtartalom Fehdejstartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrilh:?té

savassag
g/100g

1. Folozott tej 9,03 0,07 3,30 2,49 0,63 0,18 0,75 4,91 6,72 6,40

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 5,68 4,43 1,06 0,19 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,43 n.a. n.a. 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFce VR 40% n.a. n.a. 6,70 532 1,18 0,20 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,46 n.a. n.a. 0,18 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFce VR 66% 14,65 0,22 9,01 7,25 1,55 0,21 1,22 4,20 6,71 13,00

7. MFperm VR 66% 5,81 <0,031 0,56 0,04 0,34 0,18 0,39 4,85 6,62 3,36

8. MF atlag permedtum 6,20 <0,031 0,46 0,04 0,24 0,18 0,45 5,29 6,64 3,28

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 11,82 0,11 8,84 7.41 1,31 0,12 0,94 1,93 6,72 13,64

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,36 n.a. n.a. 0,08 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFce VR 66% DF 120% 10,58 0,23 8,81 7,66 1,05 0,10 0,82 0,72 6,81 11,60

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% n.a. n.a. 0,26 n.a. n.a. 0,04 n.a. n.a. n.a. n.a.

13. MF/DF éatlag permeatum 1,83 <0,031 0,23 <0,038 0,15 0,06 0,16 1,41 6,84 1,20
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26. szama melléklet: A 0,5 um pdérusméretii membran 45 °C-0s sziirési homérséklettel eldallitott fazismintak
fizikia-kémiai paraméterei (4¢ kisérlet).

Sirazanysg- Zsirtartalom Fehdejstartalom Kazeinfehérje Savéfehérje NPN Hamutartalom Laktéz'tartalom .

Minta megnevezése: tartalom (TN x 6,38) (szdmolt) pH-érték Tltrilh:?té

savassag
g/100g

1. Folozott tej 9,02 <0,031 3,36 2,55 0,64 0,18 0,78 4,86 6,66 6,44

2. MFce VR 20% n.a. n.a. 5,55 441 0,96 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

3. MFperm VR 20% n.a. n.a. 0,45 n.a. n.a. 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

4. MFce VR 40% n.a. n.a. 6,40 5,12 1,11 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

5. MFperm VR 40% n.a. n.a. 0,49 n.a. n.a. 0,17 n.a. n.a. n.a. n.a.

6. MFce VR 66% 14,68 0,26 8,71 7,15 1,39 0,17 1,19 4,23 6,71 12,60

7. MFperm VR 66% 5,82 <0,031 0,56 0,06 0,33 0,17 0,41 5,33 6,61 3,32

8. MF atlag permedtum 5,71 <0,031 0,49 0,07 0,25 0,17 0,43 5,21 6,62 3,28

9. MF/DFcc VR 66% DF 60% 11,87 0,20 9,07 7,89 1,09 0,09 0,98 1,49 6,35 14,44

10. MF/DFperm VR 66% DF 60% n.a. n.a. 0,37 n.a. n.a. 0,08 n.a. n.a. n.a. n.a.

11. MF/DFce VR 66% DF 120% 10,69 0,23 8,86 7,77 1,03 0,06 0,87 0,73 6,44 11,76

12. MF/DFperm VR 66% DF 120% n.a. n.a. 0,26 n.a. n.a. 0,04 n.a. n.a. n.a. n.a.

13. MF/DF éatlag permeatum 1,78 0,06 0,25 0,04 0,16 0,05 0,13 1,34 6,76 1,08
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27. szamua melléklet: 0,2 pm porusméretii membran 15 °C-os sziirési hémérséklet (1a kisérlet) anyagmérlege

MF retentitum
MF itlag permedtum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 321 8,03 4,63 9,26 7,35 11,03 9,04 7,68 9,80 8,33 9,83 8,36 Fehérje (TN 6,38) 0,14 0,42
- TPNx 6,38 3,02 7,55 4,44 8,88 7,15 10,73 8,80 748 9,68 8,23 9,46 8,04 - TPNx 6,38 0,09 0,27
-NPNx 6,38 0,19 0,48 0,19 0,38 0,20 0,30 0,24 0,20 0,12 0,10 0,37 0,31 -NPNx 6,38 0,05 0,15
-CN 2,41 6,03 3,58 7,16 5,80 8,70 7,22 6,14 8,00 6,80 8,10 6,89 -CN 0,01 0,03
- WP 0,61 1,53 0,86 1,72 1,30 1,95 0,67 0,57 1,68 1,43 1,36 1,16 - WP 0,08 0,24
Laktéz 4,71 11,78 na. na. na. na. 4,73 4,02 0,00 0,00 0,00 0,00 Laktoz 0,00 0,00
Hamu 0,67 1,68 na. na. na. na. 1,24 1,05 0,00 0,00 0,00 0,00 Hamu 0,00 0,00
Zsir 0,06 0,15 na. na. na. na. 0,18 0,15 0,00 0,00 0,19 0,16 Zsir 0,00 0,00
Szirazanyag (mért) 8,65 21,63 na. na. na. na. 15,19 12,91 0,00 0,00 10,02 8,52 Szarazanyag (mért) 0,00 0,00
|Sz;imzxnyag szamolt 8,65 21,63 na. na. na. na. 15,19 12,91 9,80 8,33 10,02 8,52 Szirazanyag szamolt 0,14 0,42
|(CN/TPN) x 100 79,8% 80,6% 81,1% 82,0% 82,6% 85,6%
MF permeatum
MEF/DF atlag permeatum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg g/100 kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,25 0,13 0,29 0,29 0,34 0,56 0,29 0,44 0,21 0,32 Fehérje (TN 6,38) 0,29 0,48
- TPNx 6,38 0,25 0,13 0,29 0,29 0,34 0,56 0,29 0,44 0,21 0,32 - TPNx 6,38 0,10 0,17
-NPNx 6,38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -NPNx 6,38 0,19 0,31
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,00 0,00
- WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,07 0,12
Laktéz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 0,00 0,00
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,00 0,00
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir 0,00 0,00
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. (mért) 0,00 0,00
Szarazanyag szamolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag szamolt 0,29 0,48
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28. szamu melléklet: 0,2 pm porusméretii membran 15 °C-os sziirési hémérséklet (1b kisérlet) anyagmérlege

MF retentatum
MF itlag permeatum (VR 0-66%)
Filazitt tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF60% || VR 66% DF 120%
[Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
K omponens
g1l g gl g | kg glilg | kg g1l g kg g1l g g1l g kg g1l g kg
[Feherje (TN = 6,38) 3.20 493 9.86 6.08 9.12 8.67 872 8.79 [Fehérje (TN> 6.38) 028 0.46
- TPN= 6,38 3.01 436 9.11 5.70 8.55 8.60 7.31 7.40 - TPN= 6,38 0.19 032
-NPNx 6,38 0.19 037 0.75 0.38 0.57 0.12 0.10 0.08 -NPN= 6,38 0.09 0.15
-CN 242 3.68 136 4.62 6.93 7.05 5.99 7 6.16 -CN 0.00 0.00
-WP 0.59 0.88 08 1.62 155 1,32 145 123 -WP 0.19 032
[Laktoz 453 na. na. na na. 0,00 0,00 0,10 0,09 [Laktoz na. na
[Hamu 0,73 na. na. na na. 0,00 0,00 0,73 0,62 [Hamm na. na
Zsir 0,10 na. na. na na. 0,30 0,00 0,00 0,31 0,26 | Z=ir na. na
Szirazanyag (mért) 8356 21, na. na. na na. 13,82 0,00 0,00 903 844 S Zirazamyag (mért) na. na.
|Sz:imz.1n_\'ng szmolt 8,56 2140 na. na. na na. 13,82 . 872 7.4 293 844 S Zirazamyag szmolt na. na.
|(CN!TPN) = 100 803% 80.8% 81,1% 81.4% 82.0% 83,3%
MF permedtum
MEF/DF atlag permeatum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF60% || VR 66% DF 120%
[Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
K omponens
gl g | kg glilg | kg g1l g kg g1l g kg g/100 kg g1l g kg
[Feherje (TN = 6,38) 027 0.14 0.27 027 030 050 022 0.33 0.14 021 [Fehérje (TN> 6.38) 0.13 039
- TPN= 6,38 0.19 0.10 027 027 030 050 022 0.33 0.14 021 - TPN= 6,38 0.07 021
-NPNx 6,38 0.08 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0,00 0.00 0.00 -NPN= 6,38 0.06 0.18
CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. LN 0,00 0,00
-WP na. na. na. na. na. na. na. f1a. na. na. -WP 0,07 021
[Laktoz na. na na. n.a na. na. na. na. n.a n.a [Laktoz na na.
[Hamu na. na na. na na. na. na. na. na na [Hamm na na.
Lsir na. na na. na na. na. na. na. na na |Z=ir na na
Szirazanyag (mért) na. na na. n.a na. na. na. na. n.a n.a S Zirazamyag (mért) na na.
|Sz:imz.1n_\'ng szimolt na. na na. n.a n.a na. na. na. na. n.a S Zirazamyag szmolt na na.
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29. szamui melléklet: 0,2 um porusméretii membran 15 °C-os szlirési homérséklet (1¢ kisérlet) anyagmérlege

MF retentitum
MF itlag permeitum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% | VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 3,42 8,55 5,52 11,04 6,74 10,11 9,40 7,99 9,41 8,00 8,93 7,59 [Fehérje (TN* 6,38) 0,26 0,42
- TPNx 6,38 3,28 8,19 5,38 10,76 6,60 9,89 9,25 7,86 9,35 7,95 8,90 7,57 - TPNx 6,38 0,11 0,19
-NPNx 6,38 0,14 0,36 0,14 0,28 0,14 0,22 0,15 0,13 0,06 0,05 0,03 0,02 -NPNx 6,38 0,14 0,24
-CN 2,58 6,46 4,33 8,66 5,32 7,97 7,56 6,43 7,67 6,52 7,38 6,27 -CN 0,00 0,00
-Wp 0,70 1,74 1,05 2,10 1,28 1,92 1,69 1,44 1,68 1,43 1,53 1,30 - WP 0,11 0,19
Laktéz 4,42 11,05 na. na. na. na. 3,69 3,14 1,45 1,23 0,46 0,39 Laktoz 4,53 747
Hamu 0,71 1,78 na. na. na. na. 1,14 0,97 0,94 0,80 0,81 0,69 Hamu 0,47 0,78
Zsir 0,20 0,50 na. na. na. na. 0,40 0,34 0,45 0,38 0,44 0,37 Zsir 0,00 0,00
Szirazanyag (mért) 8,75 21,88 na. na. na. na. 14,63 12,44 12,25 10,41 10,64 9,04 Szarazanyag (mért) 529 8,72
Szirazanyag szimolt 8,75 21,88 na. na. na. na. 14,63 12,44 12,25 10,41 10,64 9,04 Szarazanyag szamolt 5,26 8,67
(CN/TPN) x 100 78,8% 80,5% 80,6% 81,7% 82,0% 82,9%
MF permeétum
MEF/DF atlag permeatum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% | VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
¢/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg 9/100 kg g/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,27 0,13 0,28 0,28 0,30 0,50 0,27 0,40 0,17 0,26 [Fehérje (TN* 6,38) 0,11 0,34
- TPNx 6,38 0,12 0,06 0,13 0,13 0,16 0,26 0,21 0,32 0,16 0,23 - TPNx 6,38 0,07 0,22
-NPNx 6,38 0,14 0,07 0,14 0,14 0,14 0,24 0,05 0,08 0,02 0,02 -NPNx 6,38 0,04 0,13
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,00 0,00
-WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,07 0,22
Laktoz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 1,40 4,20
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,14 0,42
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir 0,03 0,09
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. (mért) 1,68 5,05
Szirazanyag szimolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. n.a. Szirazanyag szamolt 1,68 5,05
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30. szamu melléklet: 0,2 um pérusméretli membran 45 °C-os sziirési homérséklet (2a kisérlet) anyagmérlege

MF retentatum
MF atlag permedtum (VR 0-66%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg
Fehérje (TN% 6,38) 7,87 15,74 7,72 11,58 9,53 8,10 10,09 8,58 10,13 8,61 Fehérje (TNx 6,38) 0,36 0,59
- TPNx 6,38 7,68 15,37 7,53 11,29 9,32 7,93 9,99 8,49 10,04 8,53 - TPNx 6,38 0,18 0,30
-NPNx 6,38 0,19 0,37 0,20 0,29 0,21 0,18 0,10 0,08 0,10 0,08 -NPNx 6,38 0,18 0,30
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN na. na.
-WpP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP na. na.
Laktoz 4,82 12,05 na. na. na. na. 4,17 3,54 0,00 0,00 0,74 0,63 Laktoz na. na.
Hamu 0,73 1,83 na. na. na. na. 1,26 1,07 0,00 0,00 1,04 0,88 Hamu na. na.
Zsir 0,04 0,10 na. na. na. na. 0,29 0,25 0,00 0,00 0,33 0,28 Zsir na. na.
Szdrazanyag (mért) 936 | 2340 | na na. na. na. 16,40 | 13,94 0,00 0,00 13,50 11,48 Szarazanyag (mért) na. na.
|Snéramnyag szamolt 8,73 21,83 na. na. na. na. 15,25 12,96 10,09 8,58 12,24 10,40 Szarazanyag szamolt na. na.
|(CN/TPN) x 100 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
MF permeatum
MF/DF atlag permeitum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
/100 ¢ kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg 9/100 kg 9/100 g kg
Fehérje (TN% 6,38) 0,33 0,17 0,34 0,34 0,40 0,66 0,32 0,48 0,24 0,36 Fehérje (TNx 6,38) 0,25 0,76
- TPNx 6,38 0,16 0,08 0,17 0,17 0,22 0,36 0,24 0,35 0,20 0,30 - TPNx 6,38 0,19 0,57
-NPNx 6,38 0,18 0,09 0,18 0,18 0,18 0,30 0,08 0,12 0,04 0,06 -NPNx 6,38 0,06 0,19
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN na. na.
- WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP na. na.
Laktoz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz na. na.
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu na. na.
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir na. na.
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szirazanyag (mért) na. na.
Szarazanyag szamolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. ISz’arazanyag szamolt na. na.
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Mellékletek

31. szamu melléklet: 0,2 um pérusméreti membran 45 °C-os sziirési homérséklet (2b kisérlet) anyagmérlege

MF retentitum

MF atlag permedtum (VR 0-66%)

Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 3,26 8,15 5,50 11,00 6,51 9,77 9,17 7,79 9,20 7,82 9,33 7,93 Fehérje (TN 6,38) 0,37 0,60
- TPNx 6,38 3,05 7,63 5,30 10,59 6,31 9,46 8,96 7,62 9,09 7,73 9,26 7,87 - TPNx 6,38 0,23 0,39
-NPNx 6,38 0,21 0,52 0,20 0,41 0,21 031 0,21 0,18 0,11 0,09 0,07 0,06 -NPNx 6,38 0,13 0,22
-CN 2,44 6,10 4,30 8,60 514 7,71 743 6,32 7,55 6,42 7,75 6,59 -CN 0,00 0,01
-Wp 0,61 1,53 1,00 1,99 0,00 0,00 1,38 117 154 131 151 1,28 - WP 0,23 0,38
Laktéz 4,87 12,18 na. na. na. na. 4,62 3,93 2,08 1,77 0,97 0,82 Laktoz 4,71 7,77
Hamu 0,72 181 na. na. na. na. 1,26 1,07 1,04 0,88 0,90 0,76 Hamu 0,40 0,66
Zsir 0,08 0,20 na. na. na. na. 0,23 0,20 0,21 0,18 0,21 0,18 Zsir 0,00 0,00
Szirazanyag (mért) 8,93 22,33 na. na. na. na. 15,28 12,99 12,53 10,65 11,41 9,70 Szarazanyag (mért) 5,56 9,17
Szirazanyag szamolt 8,93 22,33 na. na. na. na. 15,28 12,99 12,53 10,65 11,41 9,70 Szarazanyag szamolt 5,48 9,04
(CN/TPN) x 100 79,9% 81,2% 81,5% 82,9% 83,1% 83,7%
MF permestum
MF/DF itlag permeitum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF60% | VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
¢/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg 9/100 kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,32 0,16 0,36 0,36 0,47 0,78 0,33 0,49 0,20 0,30 Fehérje (TN 6,38) 0,22 0,67
- TPNx 6,38 0,14 0,07 0,23 0,23 0,34 0,56 0,25 0,37 0,16 0,24 - TPNx 6,38 0,16 0,48
-NPNx 6,38 0,18 0,09 0,13 0,13 0,13 0,22 0,08 0,12 0,04 0,06 -NPNx 6,38 0,06 0,19
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,00 0,00
- WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,16 0,48
Laktéz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 1,23 3,69
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,16 0,47
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. | Zsir 0,13 0,39
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag (mért) 1,74 5,22
Szirazanyag szamolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szirazanyag szamolt 1,74 5,22
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Mellékletek

32. szamu melléklet: 0,2 um pérusméretli membran 45 °C-os sziirési homérséklet (2¢ kisérlet) anyagmérlege

MF retentatum
MF atlag permeitum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
g/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 3,28 8,20 4,70 9,40 5,98 8,97 9,09 7,73 9,19 7,81 9,61 8,17 Fehérje (TNx 6,38) 0,28 0,46
- TPNx 6,38 3,11 7,78 4,55 9,09 5,79 8,69 8,90 7,57 9,08 7,72 9,52 8,09 - TPNx 6,38 0,12 0,20
-NPNx 6,38 0,17 0,42 0,16 0,31 0,19 0,29 0,19 0,16 0,11 0,09 0,09 0,07 -NPNx 6,38 0,16 0,27
-CN 2,50 6,25 3,68 7,36 4,73 7,10 735 6,25 7,60 6,46 8,01 6,81 -CN 0,01 0,01
-Wp 0,61 151 0,87 1,73 1,06 1,59 1,55 1,32 1,48 1,26 151 1,29 - WP 0,11 0,19
Lakt6z 4,60 11,50 na. na. na. na. 3,50 2,98 1,03 0,88 0,16 0,14 Laktoz 4,10 6,77
Hamu 0,72 1,79 na. na. na. na. 1,21 1,03 0,97 0,83 0,91 0,77 Hamu 0,43 0,71
Zsir 0,08 0,20 na. na. na. na. 0,38 0,32 0,40 0,34 0,35 0,30 Zsir 0,00 0,00
Szdrazanyag (mért) 868 | 2169 | na na. na. na. 14,18 | 12,05 | 11,59 9,85 11,03 9,37 Szarazanyag (mért) 4,85 8,00
|Sniramnyag szamolt 8,68 21,69 na. na. na. na. 14,18 12,05 11,59 9,85 11,03 9,37 ISziramnydg szamolt 4,81 7,93
|(CN/TPN) x 100 80,4% 81,0% 81,7% 82,6% 83,7% 84,1%
MF permeatum
MEF/DF étlag permedtum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% | VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
g/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,26 0,13 0,27 0,27 0,33 0,54 0,18 0,27 0,12 0,18 Fehérje (TN 6,38) 0,13 0,39
- TPNx 6,38 0,10 0,05 0,11 0,11 0,17 0,28 0,11 0,16 0,09 0,13 - TPNx 6,38 0,08 0,23
-NPNx 6,38 0,16 0,08 0,16 0,16 0,16 0,27 0,07 0,11 0,03 0,05 -NPNx 6,38 0,05 0,16
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,02 0,07
-WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,06 0,17
Laktéz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 143 4,29
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,12 0,35
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir 0,28 0,84
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szirazanyag (mért) 1,96 5,87
Szirazanyag szimolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag szamolt 1,96 5,87
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33. szamu melléklet: 0,5 um pérusméretii membran 15 °C-os sziirési homérséklet (3a kisérlet) anyagmérlege

MF retentatum
MF itlag permeidtum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
g/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 3,39 8,48 4,70 9,40 5,92 8,88 9,01 7,66 9,09 7,73 9,28 7,89 [Fehérje (TNx 6,38) 0,31 0,52
- TPNx 6,38 3,21 8,03 4,52 9,03 573 8,60 8,80 7,48 8,92 7,58 9,20 7,82 - TPNx 6,38 0,15 0,25
-NPNx 6,38 0,18 0,45 0,19 0,37 0,19 0,29 0,21 0,18 0,17 0,14 0,08 0,07 -NPNx 6,38 0,16 0,27
-CN 2,58 6,45 3,70 7,40 4,71 7,07 7,26 6,17 738 6,27 7,68 6,53 -CN 0,03 0,04
-WpP 0,61 1,53 0,82 1,63 1,02 1,53 1,54 131 1,54 131 1,52 1,29 - WP 0,13 0,21
Laktéz 4,89 12,23 na. na. na. na. 4,41 3,75 1,85 157 0,73 0,62 Laktoz 5,25 8,66
Hamu 0,71 1,77 na. na. na. na. 117 0,99 0,95 0,80 0,86 0,73 Hamu 0,45 0,74
Zsir 0,20 0,50 na. na. na. na. 0,37 0,31 0,40 0,34 0,41 0,35 Zsir 0,00 0,00
Szdrazanyag (mért) 919 | 2297 | na na. na. na. 1496 | 1272 | 1229 | 1044 11,28 9,59 Szarazanyag (mért) 6,16 10,17
|Sm’mmnyag szamolt 9,19 22,97 na. n.a. na. na. 14,96 12,72 12,29 10,44 11,28 9,59 Szarazanyag szamolt 6,01 9,92
|(CN/TPN) x 100 80,4% 81,9% 82,2% 82,5% 82,7% 83,5%
MF permeatum
MF/DF atlag permeatum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
g/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg 9/100 kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,32 0,16 0,33 0,33 0,40 0,66 0,33 0,49 0,26 0,39 [Fehérje (TN 6,38) 0,19 0,56
- TPNx 6,38 0,15 0,08 0,13 0,13 0,25 0,40 0,15 0,22 0,17 0,26 - TPNx 6,38 0,11 0,34
-NPNx 6,38 0,17 0,09 0,20 0,20 0,16 0,26 0,18 0,27 0,09 0,13 -NPNx 6,38 0,07 0,22
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,01 0,04
- WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,10 0,30
Laktoz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 1,79 5,37
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,14 0,41
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir 0,04 0,12
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szirazanyag (mért) 2,15 6,46
Szarazanyag szimolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag szamolt 2,15 6,46
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34. szamu melléklet: 0,5 um pérusméreti membran 15 °C-os sziirési homérséklet (3b kisérlet) anyagmérlege

MF retentatum
MF atlag permeatum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 3,41 8,53 4,69 9,38 5,63 8,45 8,24 7,00 8,23 7,00 8,31 7,06 Fehérje (TNx 6,38) 0,35 0,58
- TPNx 6,38 3,22 8,05 4,48 8,95 543 8,15 8,02 6,82 8,10 6,88 8,24 7,00 - TPNx 6,38 0,18 0,29
-NPNx 6,38 0,19 0,48 0,21 0,43 0,20 0,30 0,22 0,19 0,13 0,11 0,08 0,06 -NPNx 6,38 0,17 0,29
-CN 2,56 6,40 3,59 7,18 4,42 6,63 6,55 5,57 6,68 5,68 6,83 581 -CN 0,09 0,15
- WP 0,66 1,65 0,89 1,78 1,01 1,52 1,47 1,25 1,42 121 142 1,20 - WP 0,09 0,14
Laktéz 4,50 11,25 na. na. na. na. 4,29 3,65 1,84 1,56 0,84 0,71 Laktoz 4,34 7,16
Hamu 0,71 1,78 na. na. na. na. 1,08 0,92 0,84 0,71 0,73 0,62 Hamu 0,34 0,56
Zsir 0,03 0,07 na. na. na. na. 0,18 0,15 0,24 0,20 0,22 0,19 Zsir 0,00 0,00
Szarazanyag (mért) 8,65 21,62 na. na. na. na. 13,79 11,72 11,15 9,48 10,10 8,59 Szarazanyag (mért) 5,04 8,32
|Svirazznyag szamolt 8,65 21,62 na. na. na. na. 13,79 11,72 11,15 9,48 10,10 8,59 Szirazanyag szamolt 5,03 8,30
|(CN/TPN) x 100 79,6% 80,2% 81,4% 81,7% 82,5% 82,9%
MF permeatum
MF/DF itlag permeatum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg 9/100 kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,35 0,18 0,37 0,37 0,47 0,78 0,24 0,36 0,22 0,33 Fehérje (TNx 6,38) 0,25 0,75
- TPNx 6,38 0,17 0,09 0,20 0,20 0,30 0,49 0,16 0,24 0,18 0,27 - TPNx 6,38 0,19 0,58
-NPNx 6,38 0,18 0,09 0,17 0,17 0,17 0,29 0,08 0,12 0,04 0,06 -NPNx 6,38 0,06 0,17
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,11 0,33
-Wp na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,08 0,25
Laktéz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 1,44 4,32
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,12 0,36
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir 0,04 0,11
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szirazanyag (mért) 1,85 5,54
Szirazanyag szimolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag szamolt 1,85 5,54
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35 szamu melléklet: 0,5 pm pérusméretli membran 15 °C-os sziirési hdmérséklet (3¢ kisérlet) anyagmérlege

MF retentatum
MF itlag permedtum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 3,22 8,05 4,48 8,96 545 8,18 7,87 6,69 8,08 6,87 8,16 6,94 Fehérje (TN 6,38) 0,37 0,61
- TPNx 6,38 3,02 7,54 4,30 8,59 523 7,84 7,65 6,50 7,90 6,71 7,97 6,77 - TPNx 6,38 0,16 0,27
-NPNx 6,38 0,20 0,51 0,19 0,37 0,22 0,33 0,23 0,19 0,18 0,16 0,19 0,16 -NPNx 6,38 0,21 0,34
-CN 2,43 6,08 3,51 7,02 4,28 6,42 6,29 5,35 6,52 5,54 6,69 5,69 -CN 0,08 0,13
- WP 0,59 1,47 0,79 157 0,95 1,42 1,36 1,15 1,38 1,17 1,28 1,09 -WpP 0,08 0,14
Laktoz 4,75 11,88 na. na. na. na. 3,99 3,39 1,41 1,20 0,67 0,57 Laktoz 4,31 711
Hamu 0,64 1,60 na. na. na. na. 1,02 0,87 1,03 0,88 0,74 0,63 Hamu 0,42 0,69
Zsir 0,05 0,13 na. na. na. na. 0,20 0,17 0,26 0,22 0,20 0,17 Zsir 0,00 0,00
Szarazanyag (mért) 8,66 21,66 na. na. na. na. 13,08 11,12 10,78 9,16 9,77 8,30 Szarazanyag (mért) 5,12 8,45
|S7éra7anyag szamolt 8,66 21,66 na. na. na. na. 13,08 11,12 10,78 9,16 9,77 8,30 Szarazanyag szamolt 5,10 8,42
|ceN/TPN) X 100 80,5% 81,7% 81,9% 82,3% 82,6% 83,9%
MF permeétum
MF/DF itlag permeatum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF60% | VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
9/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg 9/100 kg 9/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,37 0,18 0,41 0,41 0,43 0,71 0,40 0,60 0,26 0,38 Fehérje (TNx 6,38) 0,20 0,61
- TPNx 6,38 0,19 0,10 0,17 0,17 0,21 0,34 0,30 0,45 0,17 0,26 - TPNx 6,38 0,15 0,46
-NPNx 6,38 0,17 0,09 0,23 0,23 0,23 0,37 0,10 0,15 0,08 0,13 -NPNx 6,38 0,05 0,15
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,03 0,09
-WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,12 0,37
Laktoz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 1,29 3,87
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,14 0,42
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir 0,12 0,36
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag (mért) 1,75 5,26
Szirazanyag szamolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag szamolt 1,75 5,26
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36. szamu melléklet: 0,5 um pérusméretli membran 45 °C-os sziirési homérséklet (4a kisérlet) anyagmérlege

MF retentatum
MF atlag permedtum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg
Fehérje (TN 6,38) 3,30 8,25 519 10,38 6,24 9,36 8,52 7,24 8,02 6,82 8,64 7,34 Fehérje (TN 6,38) 0,46 0,77
- TPNx 6,38 3,13 7,82 5,03 10,05 6,08 9,11 8,36 7,10 793 6,74 8,57 7,29 - TPNx 6,38 0,28 0,47
-NPNx 6,38 0,17 0,43 0,17 0,33 0,17 0,25 0,17 0,14 0,09 0,07 0,07 0,06 -NPNx 6,38 0,18 0,30
-CN 2,48 6,20 4,03 8,06 4,88 7,32 6,90 5,87 6,70 5,70 7,40 6,29 -CN 0,04 0,07
- WP 0,65 1,62 1,00 1,99 1,20 1,79 1,46 1,24 1,23 1,05 117 1,00 - WP 0,24 0,39
[Laktoz 4,47 11,18 na. na. na. na. 4,45 3,78 4,82 4,10 0,72 0,61 Laktoz 4,79 7,90
Hamu 0,71 1,76 na. na. na. na. 1,18 1,00 0,88 0,75 0,86 0,73 Hamu 0,47 0,77
Zsir 0,06 0,15 na. na. na. na. 0,30 0,26 0,31 0,26 0,31 0,27 Zsir 0,00 0,00
Szirazanyag (mért) 8,54 21,34 na. na. na. na. 14,45 12,28 14,03 11,93 10,53 8,95 Szarazanyag (mért) 573 9,46
|Szziramnyag szamolt 8,54 21,34 na. n.a. na. na. 14,45 12,28 14,03 11,92 10,53 8,95 ISzziramnyag szamolt 5,72 9,44
[ceNTPN) * 100 79,3% 80,2% 80,3% 82,6% 84,4% 86,3%
MF permesdtum
MEF/DF atlag permeatum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg 9/100 kg g/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,43 0,21 0,47 0,47 0,57 0,93 0,35 0,52 0,26 0,40 Fehérje (TN* 6,38) 0,20 0,61
- TPNx 6,38 0,26 0,13 0,31 0,31 0,40 0,66 0,28 0,42 0,23 0,35 - TPNx 6,38 0,16 0,48
-NPNx 6,38 0,16 0,08 0,17 0,17 0,17 0,27 0,07 0,10 0,03 0,05 -NPNx 6,38 0,04 0,13
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,01 0,04
-WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,15 0,44
Laktoz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 1,24 3,72
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,12 0,36
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir 0,06 0,19
Szirazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag (mért) 1,63 4,88
Szirazanyag szimolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szirazanyag szamolt 1,63 4,88
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37. szamu melléklet: 0,5 um pérusméreti membran 45 °C-os sziirési homérséklet (4b kisérlet) anyagmérlege

MF retentitum
MF étlag permeatum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% | VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
g/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 3,30 8,25 5,68 11,36 6,70 10,05 9,01 7,66 8,84 7,51 8,81 7,49 [Fehérje (TN % 6,38) 0,46 0,76
- TPNx 6,38 3,12 7,79 5,49 10,98 6,50 9,75 8,80 7,48 8,72 741 8,71 741 - TPNx 6,38 0,28 0,46
-NPNx 6,38 0,18 0,46 0,19 0,38 0,20 0,30 0,21 0,18 0,12 0,10 0,10 0,08 -NPNx 6,38 0,18 0,30
-CN 2,49 6,23 4,43 8,86 5,32 7,98 7,25 6,16 7,41 6,30 7,66 6,51 -CN 0,04 0,06
-WpP 0,63 1,58 1,06 2,12 1,18 1,77 1,55 132 131 111 1,05 0,89 - WP 0,24 0,40
Laktéz 4,91 12,28 na. na. na. na. 4,20 3,57 1,93 1,64 0,72 0,61 Laktoz 5,29 8,73
Hamu 0,75 1,88 n.a. na. na. n.a. 1,22 1,04 0,94 0,80 0,82 0,70 Hamu 0,45 0,74
Zsir 0,07 0,18 na. na. na. na. 0,22 0,19 0,11 0,09 0,23 0,20 Zsir 0,00 0,00
Szirazanyag (mért) 9,03 22,58 na. na. na. na. 14,65 12,46 11,82 10,05 10,58 9,00 Szarazanyag (mért) 6,20 10,23
|Szzimzzmyag szamolt 9,03 22,58 na. na. na. na. 14,65 12,46 11,82 10,05 10,58 9,00 Szirazanyag szamolt 6,20 10,23
|(CN/TPN) x 100 79,9% 80,7% 81,8% 82,4% 85,0% 87,9%
MF permeatum
MEF/DF atlag permeatum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
g¢/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 kg g/100 g kg
Fehérje (TNx 6,38) 0,43 0,21 0,46 0,46 0,56 0,93 0,36 0,55 0,26 0,39 Fehérje (TNx 6,38) 0,23 0,70
- TPNx 6,38 0,25 0,13 0,29 0,29 0,38 0,63 0,28 0,42 0,22 0,33 - TPNx 6,38 0,17 0,51
-NPNx 6,38 0,17 0,09 0,18 0,18 0,18 0,30 0,08 0,12 0,04 0,06 -NPNx 6,38 0,06 0,19
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,02 0,05
- WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,15 0,45
Laktoz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 141 4,23
Hamu na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,16 0,48
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Zsir 0,02 0,07
Szarazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szirazanyag (mért) 1,83 5,48
Szirazanyag szamolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szirazanyag szamolt 1,83 5,48
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38. szamu melléklet: 0,5 um pérusméretli membran 45 °C-os sziirési homérséklet (4c¢ kisérlet) anyagmérlege

MF retentitum
MF atlag permeatum (VR 0-66%)
Folozott tej VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 250 kg 200 kg 150 kg 85 kg 85 kg 85 kg 165 kg
Komponens
g/100 g kg 9/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg 9/100 g kg
Fehérje (TN% 6,38) 3,36 8,40 5,55 11,10 6,40 9,60 8,71 7,40 9,07 7,71 8,86 7,53 Fehérje (TN 6,38) 0,49 0,81
- TPNx 6,38 3,18 7,96 5,38 10,76 6,23 9,34 8,54 7,26 8,98 7,63 8,80 7,48 - TPNx 6,38 0,32 0,53
-NPNx 6,38 0,18 0,44 0,17 0,34 0,17 0,26 0,17 0,14 0,09 0,08 0,06 0,05 -NPNx 6,38 0,17 0,28
-CN 2,55 6,37 4,41 8,83 512 7,68 7,15 6,08 7,89 6,70 7,77 6,60 -CN 0,07 0,12
-WpP 0,64 1,59 0,96 1,93 111 1,66 1,39 1,18 1,09 0,93 1,03 0,87 - WP 0,25 0,42
Laktéz 4,86 12,15 na. na. na. na. 4,23 3,60 1,49 1,27 0,73 0,62 Laktoz 521 8,60
Hamu 0,78 1,95 na. na. na. na. 1,19 1,01 0,98 0,83 0,87 0,74 Hamu 0,43 0,71
Zsir 0,02 0,06 na. na. na. na. 0,26 0,22 0,20 0,17 0,23 0,20 Zsir 0,02 0,03
Szirazanyag (mért) 9,02 22,55 na. na. n.a. na. 14,68 12,48 11,87 10,09 10,69 9,09 Szirazanyag (mért) 571 9,42
[szarazanyag szimolt 902 | 2255 | na na. na. na | 1439 | 1223 | 1174 | 998 10,69 9,09 |szirazanyag szamol 6,15 10,14
|(CN/TPN) x 100 80,0% 82,1% 82,2% 83,7% 87,8% 88,3%
MF permeatum
MF/DF atlag permeitum (DF 0-120%)
VR 20% VR 40% VR 66% VR 66% DF 60% VR 66% DF 120%
Komponens 50 kg 100 kg 165 kg 150 kg 150 kg 300 kg
Komponens
/100 g kg 9/100 g kg g/100 g kg g/100 g kg g/100 kg 9/100 g kg
Fehérje (TN% 6,38) 0,45 0,22 0,49 0,49 0,56 0,93 0,37 0,56 0,26 0,40 Fehérje (TN 6,38) 0,25 0,76
- TPNx 6,38 0,28 0,14 0,32 0,32 0,39 0,65 0,30 0,45 0,23 0,34 - TPNx 6,38 0,20 0,60
-NPNx 6,38 0,17 0,08 0,17 0,17 0,17 0,28 0,08 0,11 0,04 0,05 -NPNx 6,38 0,05 0,16
-CN na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. -CN 0,04 0,13
- WP na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. - WP 0,16 0,47
Laktéz na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Laktoz 1,34 4,03
Hamu na. n.a. na. na. na. na. na. na. na. na. Hamu 0,13 0,39
Zsir na. na. na. na. na. na. na. na. na. n.a. Zsir 0,06 0,17
Szarazanyag (mért) na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. Szarazanyag (mért) 1,78 534
Szirazanyag szamolt na. na. na. na. na. na. na. na. na. na. ISzziramnyag szamolt 1,78 5,34
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39. szami melléklet: Uzemnapld, 0,2 um pérusméretii membran 15 °C-0s sziirési hémérséklet (1a kisérlet)

Uzemnaplé MF/DF Kkisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztérozott, f616zott tej (250 liter)

Refrakcio, Brix: 10,0

Détum: 2021.05.13.

Membran tipus: Alfa Laval MFP2 6338/48 P 174516 (0,2 um)

Start: 9:00

Membranok szama: 1

Stop: 12:30

Membrén feliilet (m?): 15,4

Kisérlet megnevezése:
0,2um; 15 °C/1a

Elvett permeatum

Bazis

Betap

Permeatum

1d6 Eltelt id6 Mintavétel mennyiség Hoémérséklet nyomés Ap mennyiség elvét Brix [°Bx] Recirkulacio| — Fluxus
(6ra:perc) | (Ora:perc)
MFVR% | DF % m [°C] [bar] [bar] [I/h] [1/h] betdap | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [/m?h]
9:00 0:00 0,0 — 0,0 154 18 0,8 740,0 154,0 9,0 — — — 10,0
9:26 0:26 20,0 — 50,0 14,6 18 08 732,0 145,0 11,0 14,5 6,8 14,9 9,4
9:46 0:46 40,0 — 100,0 14,9 18 0,8 739,0 148,0 13,0 14,8 6,5 14,7 9,6
10:25 1:25 66,0 — 165,0 14,9 18 0,8 641,0 76,0 18,1 19,3 6,1 11,6 4,9
11:32 2:32 - 60,0 315,0 148 18 08 680,0 228,0 14,5 16,0 30 116 14,8
12:30 3:30 — 120,0 465,0 16,2 18 08 706,0 129,0 12,5 15,0 2,0 11,4 8,4
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40. szamu melléklet: 0,2 um pérusméreti membran 15 °C-os sziirési homérséklet (1b kisérlet) soran vezetett
tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF kisérleti berendezés

Alapanyag: Paszt6rozott, f6lozott tej (250 liter)
Refrakcio, Brix: 10,0

Déatum: 2021.06.22. Membran tipus: Alfa Laval MFP2 6338/48 P 174516 (0,2 pm)

o ) . Kisérlet megnevezése:
Start: 8:45 Membranok szama: 1 020m: 15 °C/1b
Stop:11:26 Membrén feliilet (m?): 15,4

Elvett Bazi Beta P it
1d% Eltelt idé Mintavétel permeatum | Homérséklet azIs Ap et ermeatum Brix [°Bx] Recirkulacié|  Fluxus
y nyomas mennyiség elvét
(6ra:perc) | (Ora:perc) mennyiscg
MF VR% | DF % m [°C] [bar] [bar] [I/n] [I/n] betap | retentitum | permeatum | [1000 I/h] [/m?h]
8:45 0:00 0,0 — 0,0 14,9 18 08 815,8 2157 10,0 - - 15,2 14,0
8:58 0:13 20,0 — 50,0 15,0 18 0,8 803,1 203,6 10,0 12,0 6,0 15,1 13,2
9:15 0:30 40,0 — 100,0 14,9 18 08 769,9 1774 13,0 9,0 6,0 13,1 11,5
10:00 1:15 66,0 — 165,0 14,8 18 0,8 7245 130,0 15,0 11,0 58 14,2 84
10:41 1:56 — 60,0 315,0 14,8 18 08 712,5 132,6 12,2 13,0 30 12,5 8,6
11:26 2:41 — 120,0 465,0 15,0 18 0,8 756,6 1714 10,5 12,0 1,0 12,3 11,1

Buzés Henrietta — Doktori (PhD) Disszertacio 198



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2025.002
Mellékletek

41. szamu melléklet: 0,2 um porusméretii membran 15 °C-os szlirési hdmérséklet (1c kisérlet) soran vezetett
tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF Kisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztorozott, f616zott tej (250 liter)
Refrakcio, Brix: 10,0

Datum: 2021.10.06. Membran tipus: Alfa Laval MFP2 6338/48 P 174516 (0,2 pum)
Start: 9:12 Membréanok szdma: 1 Klsggitni?i%qféifzse'
Stop:11:32 Membran feliilet (m?): 15,4
146 | Eltelt ids Mintavétel pellfrll\::ztttlm Homérséklet| DUAS | pp | Betdp | Permedtum Brix [°Bx] Recirkulécié|  Fluxus
(éra:p(:arc) ((')rz:p ;rc(; mennyiség nyomés mennyiség elvét
MF VR% | DF % m [°C] [bar] [bar] [I/h] [I/h] betap | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [1/m%h]
9:12 0:00 0,0 — 0,0 12,8 18 08 320,7 1135 10,5 — — 11,8 74
9:24 0:12 20,0 — 50,0 13,7 18 0,8 339,4 138,3 115 135 6,5 11,6 9,0
9:40 0:28 40,0 — 100,0 15,0 18 08 338,7 1448 12,2 15,0 6,2 111 9,4
10:19 1.07 66,0 — 165,0 15,0 18 0,8 276,0 95,3 15,8 18,5 6,4 9,6 6,2
10:58 1:46 - 60,0 315,0 14,9 18 0.8 378,3 101,7 11,7 15,2 34 9,1 6,6
11:32 2:20 — 120,0 465,0 14,8 18 08 461,4 150,2 10,5 14,0 19 9,3 9,8
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42. szamu melléklet: 0,2 um porusméretii membran 45 °C-os szlirési hdmérséklet (2a kisérlet) soran vezetett

tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF kisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztérozott, f616zott tej (250 liter)

Refrakci6, Brix: 10,0

Détum: 2021.07.14.

Membran tipus: Alfa Laval MFP2 6338/48 P 174516 (0,2 um)

Kisérlet megnevezése:

Start: 8:45 Membrénok szdma: 1 0,2um: 45 °C/2a
Stop:11:26 Membran felilet (mz): 154
Elvett Bézis Betd Permeatum
1d8 Eltelt id6 Mintavétel permedtum | Homérseklet , Ap P i i Brix [°Bx] Recirkulacio|  Fluxus
L nyomas mennyiség elvét
(6ra:perc) | (6ra:perc) mennyiseg
MF VR%| DF % [1 [°C] [bar] [bar] [I/n] [I/n] betap | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [/m?/h]
9:02 0:00 0,0 — 0,0 12,8 1,0 08 902,9 3113 8,5 - — 13,8 20,2
9:25 0:23 20,0 — 50,0 13,7 1,0 08 921,0 3279 10,5 15,2 58 14,2 21,3
9:38 0:36 40,0 — 100,0 15,0 1,0 08 911,2 3198 10,0 15,2 58 14,2 20,8
10:00 0:58 66,0 — 165,0 15,0 1,0 08 870,2 2724 11,5 18,0 58 13,2 17,7
10:46 1:44 - 60,0 315,0 14,9 1,0 08 872,2 2723 5,0 15,5 3,0 134 17,7
11:35 2:33 — 120,0 465,0 14,8 1,0 08 8378 240,2 50 14,8 1,2 12,7 15,6
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43. szamu melléklet: 0,2 um pérusméretli membran 45 °C-os sziirési homérséklet (2b kisérlet) soran vezetett

tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF kisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztérozott, f6lozott tej (250 liter)
Refrakcio, Brix: 10,0

Détum: 2021.07.26. Membran tipus: Alfa Laval MFP2 6338/48 P 174516 (0,2 um)
Start; 9:12 Membrénok szama: 1 st(ig?;;‘fgfg;sse:
Stop:11:01 Membran feliilet (mz): 154
16 | Blteltids | Mintavétel pexfrll\g:iglm Homérséklet| D9AS | ap | Betdp | Permedtum Brix [°Bx] Recirkulcio|  Fluxus
((')ra:p(::rc) ((')rtzi}:;rc(; i nyoméas mennyiség elvét
MF VR% | DF % m [°C) [bar] [bar] [1/n] [I/h] betap | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [/m?h]
9:12 0:00 0,0 — 0,0 45,6 18 0,8 507,8 259,6 9,5 — — 15,0 16,9
9:26 0:14 20,0 — 50,0 44,6 1,8 0,8 912,6 318,5 10,0 13,0 6,0 14,8 20,7
9:37 0:25 40,0 — 100,0 45,2 18 0,8 908,1 309,2 11,5 14,0 6,0 14,6 20,1
9:57 0:45 66,0 — 165,0 44,6 18 0,8 1003,0 260,6 14,0 18,0 6,2 13,4 16,9
10:32 1:20 — 60,0 315,0 453 18 0,8 927,9 3243 11,0 15,0 3,0 14,2 21,1
11:01 1:49 — 120,0 465,0 45,3 18 0,8 11,0 445,0 75 12,5 1,0 15,0 28,9
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44. szamu melléklet: 0,2 um porusméretii membran 45 °C-os szlirési hdmérséklet (2¢ kisérlet) soradn vezetett
tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF Kkisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztérozott, fo16zott tej (250 liter)
Refrakcid, Brix: 10,0

Datum: 2021.09.15 Membrén tipus: Alfa Laval MFP2 6338/48 P 174516 (0,2 pm)

o i . Kisérlet megnevezése:
Start: 9:12 Membranok szama: 1 0.20m; 45 °C/2c
Stop:11:01 Membrén feliilet (m?): 15,4

Elvett Bazis Bet Permeatum
1d% Eltelt id6 Mintavétel permeatum | Homérséklet , Ap P , , Brix [°Bx] Recirkulacié|  Fluxus
. nyomas mennyiség elvet
(6ra:perc) | (6ra:perc) mennyiseg
MF VR% | DF % m [°C] [bar] [bar] [I/h] [I/h] betap | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [1/m%h]
9:12 0:00 0,0 — 0,0 45,6 18 0,8 507,8 259,6 9,5 — - 15,0 16,9
9:26 0:14 20,0 — 50,0 44,6 18 0,8 912,6 3185 10,0 13,0 6,0 14,8 20,7
9:37 0:25 40,0 — 100,0 452 18 0,8 908,1 309,2 115 14,0 6,0 14,6 20,1
9:57 0:45 66,0 — 165,0 44,6 18 0,8 1003,0 260,6 14,0 18,0 6,2 13,4 16,9
10:32 1:20 - 60,0 315,0 453 18 0,8 927,9 3243 11,0 15,0 3,0 14,2 211
11:01 1:49 — 120,0 465,0 453 18 0,8 11,0 445,0 75 12,5 1,0 15,0 28,9
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45. szamu melléklet: 0,5 um porusméreti membran 15 °C-os szlirési hdmérséklet (3a kisérlet) soran vezetett

tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF Kkisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztorozott, fo16z6tt tej (250 liter)

Refrakeié, Brix: 10,0

Détum: 2021.10.17

Membran tipus: Alfa Laval MFP5 6338/48 P 114046 (0,5 pm)

Kisérlet megnevezése:

Start: 9:35 Membréanok szdma: 1 0,5um; 15 °C/3a
Stop:14:10 Membrin feliilet (m?): 15,4
Elvett Bézi Bets P At
1d6 Eltelt id8 Mintavétel permeatum | Homérséklet a21§ Ap cLap A ermea} um Brix [°Bx] Recirkulacio|  Fluxus
- nyomas mennyiség elvét
(6ra:perc) | (Ora:perc) mennyiseg
MF VR% | DF % m [°C] [bar] [bar] [I/h] [I/h] betap | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [1/m?h]
9:35 0:00 0,0 — 0,0 14,8 18 08 673,5 76,7 11,0 - - 18,4 50
10:12 0:37 20,0 — 50,0 15,1 18 08 666,9 839 12,2 12,6 6,1 18,2 54
10:48 1:13 40,0 — 100,0 14,8 18 08 665,6 85,3 13,8 14,2 7,0 175 55
11:38 2:03 66,0 — 165,0 15,8 18 08 655,2 75,1 17,4 18,2 7,0 15,8 49
13:04 3:29 - 60,0 315,0 14,9 18 08 659,1 91,4 14,4 155 3,6 155 59
14:10 4:35 — 120,0 465,0 153 18 0,8 705,8 1129 13,2 14,8 2,2 15,5 73
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46. szamu melléklet: 0,5 um pérusméretli membran 15 °C-os sziirési homérséklet (3b kisérlet) soran vezetett

tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF kisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztorozott, f6l6zott tej (250 liter)

Refrakcio, Brix: 11,0

Datum: 2022.02.16

Membran tipus: Alfa Laval MFP5 6338/48 P 114046 (0,5 pum)

Kisérlet megnevezése:

Start: 8:00 Membranok szama: 1 0,5um; 15 °C/3b
Stop:13:40 Membran feliilet (m?): 15,4
16 | Biterrigs | Mintavetel pe;\gtum Homérseklet| D04S | pp | Betdp | Permedtum Brix [°Bx] Recirkuldcio|  Fluxus
((’)ra:p(;rc) (6:::;;“3 enmvicho nyomas mennyiség elvét
MFVR% | DF % m [°C] [bar] [bar] [I/n] [I/n] betdp | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [t/m%h]
8:00 0:00 0,0 — 0,0 15,0 18 08 643,5 69,0 11,0 - - 20,6 45
8:40 0:40 20,0 — 50,0 15,1 18 08 644,9 70,8 12,0 12,0 6,4 20,2 46
9:30 1:30 40,0 — 100,0 15,0 18 08 654,6 77,6 131 138 6,8 19,6 50
10:30 2:30 66,0 — 165,0 15,3 18 08 648,9 76,7 16,5 - - 17,4 5,0
12:15 4:15 - 60,0 315,0 155 18 08 672,3 69,4 138 — — 17,2 45
13:40 5:40 — 120,0 465,0 15,0 18 08 687,1 109,9 12,0 13,2 2.1 17,0 71
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47. szamu melléklet: 0,5 um porusméretii membran 15 °C-os szlirési hdmérséklet (3¢ kisérlet) sordn vezetett
tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF kisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztorozott, f616z6tt tej (250 liter)
Refrakcio, Brix: 11,0

Datum: 2022.02.22. Membran tipus: Alfa Laval MFP5 6338/48 P 114046 (0,5 um)

s ] . Kisérlet megnevezése:
Start: 9:15 Membranok szama: 1 0,5um: 15 °C/3c
Stop:12:22 Membrén feliilet (m?): 15,4

Elvett Bazis Bet4j Permeatum
1d6 Eltelt id8 Mintavétel permedtum | Hémérséklet . Ap P . . Brix [°Bx] Recirkulacié|  Fluxus
. nyomas mennyiség elvét
(6ra:perc) | (6ra:perc) mennyiseg
MF VR%| DF % m [°C] [bar] [bar] [I/h] [I/n] betdp | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [1/m?h]
9:15 0:00 0,0 — 0,0 14,9 18 08 755,7 1459 10,5 - 6,5 21,0 9,5
9:36 0:21 20,0 — 50,0 14,9 18 08 736,3 144,9 11,2 12,0 7,0 19,9 9,4
9:59 0:44 40,0 — 100,0 15,1 18 08 730,5 1415 12,2 13,4 6,8 19,5 9,2
10:30 1:15 66,0 — 165,0 15,0 18 0,8 695,3 139,5 15,2 16,0 6,8 17,2 9,1
11:34 2:19 — 60,0 315,0 14,8 18 08 738,3 156,4 12,6 13,4 38 17,8 10,2
12:22 3:.07 — 120,0 465,0 15,0 18 08 774,6 2047 115 13,0 2,6 18,1 133
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48. szamu melléklet: 0,5 um porusméretii membran 45 °C-os szlirési hdmérséklet (4a kisérlet) soran vezetett
tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF kisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztorozott, f6l6zott tej (250 liter)
Refrakcid, Brix: 10,0

Détum: 2022.03.22. Membrén tipus: Alfa Laval MFP5 6338/48 P 114046 (0,5 pm)

o . . Kisérlet megnevezése:
Start: 8:05 Membréanok szama: 1 0,5um; 45 °C/da
Stop:9:57 Membrén feliilet (m?): 15,4

Elvett Bazi Beta P it
1d6 Elteltids | Mintavétel permeatum | Homérséklet a21§ Ap ¢ aP, ermee} um Brix [°Bx] Recirkulacio|  Fluxus
. nyomas mennyiség elvét
(6ra:perc) | (Ora:perc) mennyiscg
MF VRY DF % m [°C] [bar] [bar] [I/n] [I/n] betap | retentatum | permeatum | [1000 I/h] [/mh]
8:05 0:00 0,0 — 0,0 44,8 18 0,8 1002,4 415,2 — - - 24,2 27,0
8:12 0:07 200 | — 50,0 448 18 0,8 976,3 4176 11,2 134 6,5 24,1 271
8:22 0:17 400 | — 100,0 44,5 18 0,8 926,1 376,1 12,0 14,5 6,2 238 244
8:36 0:31 660 | — 165,0 44,2 18 08 845,6 308,4 14,8 17,5 6,8 23,0 20,0
9:22 1:17 - 60,0 315,0 44,8 18 0,8 944.8 367,7 11,2 13,0 32 233 239
9:57 1:52 — | 1200 465,0 447 18 0,8 971,2 398,9 9,0 13,2 1.8 231 259
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49. szamu melléklet: 0,5 um pérusméretii membran 45 °C-os sziirési homérséklet (4b kisérlet) soran vezetett
tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF kisérleti berendezés

Alapanyag: Pasztorozott, f616z6tt tej (250 liter)
Refrakcio, Brix: 10,0

Datum: 2022.03.22. Membran tipus: Alfa Laval MFPS5 6338/48 P 114046 (0,5 um)

o R . Kisérlet megnevezése:
Start: 8:30 Membranok szama: 1 0,5pm; 45 °C/4b
Stop:10:24 Membran feliilet (mz): 154

Elvett Bézi Beta P "
1d6 Eltelt id8 Mintavétel permeatum | Hémérséklet azl§ Ap etap ] ermedatum Brix [°Bx] Recirkulacio|  Fluxus
., nyomas mennyiség elvét
(6ra:perc) | (Ora:perc) mennyiscg
MF VR% | DF % m [°C] [bar] [bar] [I/h] [I/h] betap | retentdtum | permeatum | [1000 I/h] [1/m?h]
8:30 0:00 0,0 0,0 448 18 0,8 1090,4 413,2 10,5 - 6,8 23,2 26,8
8:37 0:07 20,0 — 50,0 45,2 18 0,8 1006,0 406,5 11,2 138 6,8 231 26,4
8:48 0:18 40,0 100,0 449 18 08 951,4 355,2 12,0 14,8 6,2 22,7 231
9:06 0:36 66,0 165,0 44,6 18 0,8 8779 294,0 154 18,0 6,5 22,0 19,1
9:46 1:16 - 60,0 315,0 42,8 18 08 8738 299,1 12,0 14,8 32 217 19,4
10:24 1:54 — 120,0 465,0 41,3 18 0,8 920,0 343,0 10,5 13,8 2,9 21,9 22,3
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50. szama melléklet: 0,5 um porusméreti membran 45 °C-os szlirési hdmérséklet (4¢ kisérlet) soran vezetett

tizemnaplo

Uzemnaplé MF/DF kisérleti berendezés

Alapanyag: Paszt6rozott, f616zott tej (250 liter)

Refrakcio, Brix: 10,0

Détum: 2022.03.29.

Membran tipus: Alfa Laval MFP5 6338/48 P 114046 (0,5 pm)

Kisérlet megnevezése:

Start: 8:55 Membranok szama: 1 0,5m; 45 °Cldc
Stop:10:30 Membran feliilet (mz): 154
Elvett Bazi Bets p it
1d6 Eltelt id6 Mintavétel permedtum | Homérséklet a21§ Ap ctap i ermez? i Brix [°Bx] Recirkulacio|  Fluxus
. nyomas mennyiség elvét
(6ra:perc) | (Ora:perc) mennyiseg
MF VR%| DF % m [°C] [bar] [bar] [I/h] [I/h] betdp | retentdtum | permedtum | [1000 I/h] [1/m?h]
8:55 0:00 0,0 — 0,0 44,7 18 08 1012,0 416,4 10,0 — — 23,3 27,0
9:03 0:08 20,0 — 50,0 44,8 18 08 999,0 401,8 11,0 13,2 6,5 23,2 26,1
9:12 0:17 40,0 — 100,0 447 18 08 964,7 367,8 12,0 14,1 6,8 23,0 239
9:28 0:33 66,0 — 165,0 44,5 18 08 895,0 301,5 14,9 16,8 6,8 22,3 19,6
9:58 1:03 - 60,0 315,0 44,2 18 08 926,2 3318 12,0 14,0 35 22,2 215
10:30 1:35 — 120,0 465,0 443 18 08 973,7 385,9 10,0 13,0 18 22,4 251
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51. szama melléklet melléklet: Szabadalm okirat

SZELLEMI TULAJDON NEMZETI HIVATALA

SZABADALMI OKIRAT

A Szellemi Tulajdon Nemzeti Hivatala az okirathoz fiizott leirés alapjin
= 231 308

lajstromszdmon a P 21 00384 iigyszdm( bejelentésre
. szabadalmat adott.

A szabadalmi bejelentés napja és az oltalmi idd kezdete:

2021. november 5.

A taldlmadny cime:
Eljards tejben lévo 6 fehérjefrakeidk elvalasztaséra HPLC segitségével ¥

A szabadalom jogosultja:
Magyar Tejgazdasdgi Kisérleti Intézet Kft., Mosonmagyardvar

Feltalalo:
Buzés Henrietta, Mosonmagyar6vér 60%
Dr. Szafner Gabor, Mosonmagyardvér 40%

Budapest, 2023. januér 10.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretném kifejezni mindazoknak a tdmogatasat, akik

munkdjukkal, Utmutatasukkal ¢és batoritdsukkal hozzajarultak ezen
disszertacio elkésziilés¢hez.
Els6sorban szeretném megkoszonni témavezetdimnek, Prof. Dr. Kovacs
Attila Jozsefnek ¢s Dr. Szafner Gabornak, hogy szakmai tudasasukkal
¢s folyamatos iranymutatasukkal, batoritasukkal nemcsak szakmai, hanem
személyes fejlodésemet is segitették és, hogy egyetemi tanulmanyaim
soran, mint témavezetéim mindig mellettem alltak.

Koszoném a Bioldgiai Rendszerek ¢és Precizidos Technologiai
Tanszéknek és munkahelyemnek, a Magyar Tejgazdasagi Intézet Kft.-nek
a belém fektetett bizalmat, valamint a kutatashoz sziikséges anyagi forras
biztositasat a disszertaciom elkészitéséhez.

Koszonetet szeretnék mondani az MTKI Kft. valamennyi
munkatarsanak, akik segitettek a kutatdsom soran. Koszonetem szeretném
kifejezni Bukovics Solveignek, aki kezdetekben iranyt mutatott
tudomanyos érdeklédésemnek és a kutatdsaim soran mindig mederben
tartotta a gondolataimat. Kiilon kdszonet illeti Szabé Katalint, Péntek
Gabriellat és Tothné Erdos Gyongyit, hogy megosztottak tudasukat, és
mindig készséggel segitettek az analitikai modszer fejlesztés soran.
Halaval tartozom Benko Péternek, Takaroé Lajosnak és Pozsgai
Davidnak a mikrosziirési kisérletek soran nyujtott segitségiikeért.

Kiilon szeretném megkdszonni a doktori dolgozat két opponensének Prof.
Dr. Hodur Cecilidnak és Pasztorné Dr. Huszar Klaranak az értekezés

eldzetes valtozatanak értékelését. A megfogalmazott épitd kritikai
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észrevételeik €s javaslataik sokat segitettek a dolgozat végsé formajanak
kialakitasaban.

Koszonettel tartozom Torokné Vas Marianna tudomanyszervezési
szakreferensnek, hogy doktori tanulmanyaim sordn mindvégig
bizalommal fordulhattam hozza a kérdéseimmel.

Szeretnék koOszonetet mondani a csaladomnak, hogy a
tanulmanyaim soran végig toretleniil tdmogattak.

Végiil, de nem utolsdsorban koszénetet mondok mindazoknak, akik
valamilyen médon hozzjarultak a munkdmhoz, akar egy beszélgetéssel,

egy jo tanaccsal, vagy csak egy biztatd szoval.
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