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ÖSSZEFOGLALÁS 

 

A tehéntejben átlagosan 3,3% valódi fehérje található, amely a tejalkotók közül az egyik 

legértékesebb komponens. A tejfehérje egy heterogén komplex peptid csoport, 90-95%-

ban hat fő fehérjefrakció, az αS1-kazein, αS2-kazein, β-kazein, κ-kazein, α-laktalbumin, β-

laktoglobulin alkotja. A tejben található fehérjék sokféleségét tovább fokozza a genetikai 

polimorfizmus, valamint a poszttranszlációs módosulások okozta foszforiláció, 

glikolizáció és a proteolízis.  

Számos tanulmány igazolta, hogy az egyes frakciók mennyisége és relatív aránya, 

bizonyos allélok előfordulása és a különböző a poszttranszlációs módosulások hatással 

lehetnek a tej fizikai-kémiai, táplálkozásélettani, valamint technológiai tulajdonságaira. 

Ezért az egyes tejfehéjre frakciók pontos ismerete nem csak a tejipar, hanem a 

táplálkozástudomány számára is kulcsfontosságú.  

Az egyes tejfehérje frakciók extrakciója, kvalitatív és kvantitatív meghatározása 

kihívást jelent. Az elmúlt három évtizedben számos publikáció jelent meg a kazein és 

savófehérje frakciók elektroforetikus és nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás 

vizsgálatával kapcsolatban, ezek közül a leggyakrabban alkalmazott módszerek a 

gélelektroforézis különböző formái, a kapilláris zónaelektroforézis (CZE), a fordított 
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fázisú folyadékkromatográfia (RP-HPLC) és a legújabb mikrofluid „lab on a chip” 

technika. A szemlecikk célja a tejben található fő fehérje frakciók jellemzése, és a 

leggyakbban alkalmazott vizsgálati módszerek ismertetése.  

Kulcsszavak: tejfehérje, kazein, savófehérje, HPLC, PAGE, Lab on a chip, CZE 

 

 

BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS  

 

Tehéntej fehérjefrakciói  

 

A tehéntej átlagosan 3,3% valódi fehérjét tartalmaz (Swaisgood 1992, Csapó és 

Csapóné 2002). A tejben található fehérjéket 90-95%-ban négy kazein frakció (αS1-

kazein, αS2-kazein, β-kazein, κ-kazein) és két savófehérje frakció (α-laktalbumin, β-

laktoglobulin) alkotja (Heck et al. 2009, Holland et al. 2010). A fennmaradó 5-10%-ot 

kis koncentrációban előforduló frakciók alkotják, mint például a szérum albumin, γ-

kazeinek, proteóz-pepton, immunglobulinok, valamint a laktoferrin (Farrell et al. 2004). 

 

Kazein fehérjék  

 

A kazein fehérjék a foszfoproteinek heterogén csoportja, amelyek a nyers sovány 

tehéntejből (Bos genus) 20 °C-on 4,6-os pH-értéken kicsapódnak (Jennes et al. 1956). 

Aminosav szekvencia alapján négy fő kazein frakciót, αS1-kazein (αS1-CN), αS2-kazein 

(αS2-CN), β-kazein (β-CN), κ-kazein (κ-CN) különböztetünk meg (Farrell et al. 2004). 

Ezek egymáshoz viszonyított arányáról általánosságban elmondható, hogy 4:1:4:1 

(Walstra 1999, Farrell et al. 2004, Fox és Brodkorb 2008, Wang et al. 2009). 

Elektroforézissel végzett kísérletekben a négy kazein frakció mellett a γ-kazeint (γ-CN) 

is fő kazein frakcióként említik (Clayden et al. 2001). A γ-CN a β-CN különböző C 

terminális szegmensei, amelyek a tejben található natív plazmin enzim proteolitikus 

hasításából származnak (Groves 1969, Ostersen et al. 1997, Kaminski et al. 2007). 

Az egyes kazein frakciók viszonylag kisméretű fehérjék, molekulatömegük 20-25 kDa 

(kilodalton), tejben azonban aggregátumokba tömörülnek, kisebb-nagyobb méretű, gömb 

alakú micellákat képeznek (Dalgleish 1992, Walstra 1999). A micellák 92% fehérjét és 

8% kis molekulatömegű szervetlen sókat, elsősorban kalcium-foszfátot tartalmaznak. A 
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micellák átmérője átlagosan 120 nm (50-500 nm) (Fox és Brodkorb 2008). A kazein 

fehérjék harmadlagos és negyedleges szerkezete hiányzik, ezért melegítés hatására nem 

denaturálódnak (Fox és McSweeney 1998), azonban a 140 °C-ot meghaladó hőkezelés 

alkalmazása esetén az egyes frakciók fokozatosan oldhatatlanná válnak (Singh 1995). A 

kazein frakciók további tulajdonsága, hogy a pH-ra érzékenyek, ezáltal 20 °C 

hőmérsékleten az izoelektromos ponthoz közeledve kicsapódnak (Walstra 1999).  

 

Savófehérjék  

 

Savófehérjéknek nevezzük azokat a fehérje szegmenseket, amelyek savas kicsapás után 

is oldhatóak maradnak (Huppertz 2013). A két fő savófehérje frakció a β-laktoglobulin 

(β-LG) és az α-laktalbumin (α-LA), arányuk a tehéntejben 3:1 (Swaisgood 1982). A két 

frakció a savófehérje megközelítőleg 80%-át alkotja. A savófehérjék globuláris fehérjék, 

másodlagos és harmadlagos szerkezettel rendelkeznek, így hőérzékenyek (Kinsella és 

Morr 1984, Ng-Kwai-Hang és Grosclaude 2003, Farrell et al. 2004). Az α-laktalbumin 

már 63-67 °C-on, a β-laktoglobulin 74-77 °C-on denaturálódik (Paulsson és Dejmek 

1990). További jellemzőjük, hogy hidrofóbbak, mint a kazeinek (Ng-Kwai-Hang 2002). 

 

Az fő tejfehérje frakciók mennyiségét befolyásoló tényezők  

 

A fő tejfehérje frakciók mennyisége és egymáshoz viszonyított aránya nem állandó, 

ezeket elsősorban a genetikai tényezők határozzák meg (Ng Kwai Hang et al. 1987, Groen 

et al. 1994, Bobe et al. 1999, Heck et al. 2009, Gustavsson et al. 2014). Emellett 

befolyásolja a laktációs stádium (Ostersen et al. 1997, Gellrich et al. 2014), a tehén 

egészségi állapota (Verdi et al. 1987), a fajta (Mackle et al. 1999, Auldist et al. 2004, 

Poulsen et al. 2016), és évszak szerint is változatosságot mutatnak (O’Brien et al. 1999, 

Bernabucci et al. 2002, Bernabucci et al. 2014). Ez utóbbi azzal magyarázható, hogy az 

állatok a melegebb hónapokban általában kisebb fehérjetartalmú tejet termelnek, nagyobb 

esszenciális aminosav-tartalommal (Csapó és Csapóné 2002). 
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Tejfehérje frakciók genetikai polimorfizmusa  

 

A kazeinek és a savófehérjék genetikai polimorfizmusa igazolt (Farrell et al. 2004). A 

kérődzők tejében található fehérjék több mint 95 százalékát 6 szerkezeti gén kódolja 

(Martin et al. 2002). 

A kazein frakciókat (αs1-CN, β-CN, αs2-CN és κ-CN) négy polimorf gén (CSN1S1, 

CSN2, CSN1S2 és CSN3) kódolja (Ferretti et al. 1990, Threadgill és Womack 1990). A 

négy gén adott sorrendben helyezkedik el a kazein-gén klaszter 6. kromoszóma 250 

kilóbázis hosszúságú szakaszán (Rijnkels 2002, Boettcher et al. 2004). Az α-laktalbumin 

és a β-laktoglobulin az LAA és az LGB gének expressziójából származnak, amelyek az 

5. és 11. kromoszómán helyezkednek el (Hayes és Petit 1993). A fehérjék genetikai kódja 

meghatározza az adott fehérje aminosav szekvenciáját (Walstra et al. 2006). A genetikai 

mutációk egy vagy több aminosav szubsztitúciót vagy deléciót okoznak a kódoló 

szekvencián belül, ami eltérő aminosav szekvenciával rendelkező fehérje változatotokat 

eredményezhet (Creamer és Macgibbon 1996, Bobe et al. 1999). Például az αS1-kazeinnél 

a CSN1S1 lókusz kilenc allélt mutat (A, B, C, D, E, F, G, H és I), amelyek kilenc genetikai 

variánsnak felelnek meg. Napjainkig több mint 60 különböző tejfehérje-variánst 

azonosítottak (Farrell et al. 2004, Caroli et al. 2009). 

 

Tejfehérjék mikroheterogenitása 

 

A kazein fehérjék sokféleségét tovább fokozza a mikroheterogenitás. A 

mikroheterogenitás alatt a poszttranszlációs módosulások okozta foszforilációt, 

glikolizációt és a proteolízist értjük (Ng-Kwai-Hang 2003). Számos tanulmány igazolta, 

hogy az egyes frakciók mennyisége és relatív aránya (Dalgleish 1992, Amalfitano et al. 

2019), bizonyos allélok előfordulása (Guinee 2003, Bittante et al. 2012, Jensen et al. 

2012/b), és a különböző poszttranszlációs módosulások (Ng-Kwai-Hang és Grosclaude 

2003, Caroli et al. 2009) befolyásolják a tej fizikai-kémiai, táplálkozásélettani, valamint 

technológiai tulajdonságait (Amalfitano et al. 2019). 
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A főbb tejfehérje frakciók részletes jellemzése  

 

Az egyes fehérje frakciók eltérő fizikai és kémiai tulajdonságokkal rendelkeznek. A 

tehéntejben megtalálható hat fő frakció fontosabb fizikai és kémiai tulajdonságait az 1. 

táblázat tartalmazza.  

 

1.táblázat: Tehéntejben található fő fehérjefrakciók fizikai-kémiai tulajdonságai 

Table 1: Physicochemical properties of the main bovine milk protein fractions 

Fehérje 

frakció 

Átlagos 

koncentráció 

tehéntejben (g/l) 

Méret 

(aminosav-

szám) 

Főbb 

genetikai 

variánsai 

Molekula 

tömeg (kDa) 

Izoelektromos 

pont 

αs1-CN 12-15 199 
B 23,615 4,44–4,76 

C 23,542   

αs2-CN 3-4 207 A 25,226   

β-CN 9-11 209 

A1 24,023   

A2 23,983 4,83–5,07 

B 24,092   

κ -CN 2-4 169 
A 19,037 5,45–5,77 

B 19,006 5,3–5,8 

β -LG 2-4 162 
A 18,363 5,13 

B 18,277 5,13 

α-LA 0,6-1,7 123 B 14,178 4,2–4,5 

(Forrás: Farrell et al. 2004, O’Mahony és Fox 2014) 

(Source: Farrell et al. 2004, O’Mahony and Fox 2014) 

 

Az 1.táblázatból jól látható, hogy az egyes kazein frakciók hasonló mérettel és 

molekulatömeggel rendelkeznek, szemben a savófehérjékkel. 

αS-kazein  

A 199 aminosav hosszúságú αS1-CN a kazein frakció 40% -át alkotja (Huppertz 2013). 

Egy fő és egy mellékkomponensből áll. A két komponens egy egyláncú polipeptid, 

azonos aminosav-szekvenciával (Grosclaude et al. 1972), de eltérő foszforilációs fokkal. 
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A molekula elsődleges többszintű foszforilációs helye a 100-110. aminosav körül 

található (Mercier at el. 1981).   

Az αS2-CN a tehéntejben a kazein frakció legfeljebb 10%-át teszi ki. Két fő és több 

kisebb komponensből áll, különböző szintű foszforilációs szinttel (Swaisgood 1982). A 

legkevésbé hidrofób más kazeinekhez képest (de Kruif és Holt 2003). A genetikai 

variánsok felfedezése óta a különböző genotípusokat megpróbálták összekapcsolni a tej 

technológiai tulajdonságaival és az egyed tejtermelési tulajdonságaival, azonban a kapott 

korrelációk nem voltak egyértelműek (Farrell et al. 2004). 

 

β-kazein 

A β-CN a kazeinfrakció megközelítőleg 45%-át alkotja. A β-CN egy erősen hidrofób 

kazein, amely öt foszforilezett csoportot tartalmazó polimerként van jelen a tejben (de 

Kruif és Holt 2003, Huppertz 2013). Napjainkig 13 változatát írták le, melyek közül az 

A1 és az A2 a leggyakoribb variánsok (Gallinat et al. 2013). A két forma egy aminosav 

szubsztitúcióval különbözik egymástól. A β-CN A1 esetében a 64. aminosavhelyen 

prolin, az A2 esetében hisztidin található. A Bos nemzetségben az eredeti β-CN változat 

az A2 (Caroli et al. 2009), azonban egy mutáció hatására egyes európai szarvasmarha 

állományban megjelent az A1 forma is (Ng-Kwai-Hang et al. 2002). A két forma közötti 

legfontosabb különbség, hogy az A1 variáns emésztése során, az aminosavcsere hatására 

β-kazomorfin-7 (BCM-7) keletkezik (Bell et al. 2006). A BCM-7-et egyes kutatások 

összefüggésbe hozzák egyes emésztőrendszeri megbetegedésekkel, azonban jelenleg 

ezek az összefüggések nem bizonyítottak (EFSA 2009). Az anyatejben a kazeinfrakció 

85%-a β-kazein. (Greenberg et al. 1984, Hambraeus és Lonnerdal 2003), ezért a β-kazein 

érdekes az anyatej-helyettesítő tápszerek dúsítása szempontjából. Az anyatejben és a 

tehéntejben található β-kazein közötti különbség az eltérő foszforilációs állapot. A 

szarvasmarha β-kazein általában teljesen foszforilezett formában fordul elő, míg az 

anyatejben a β-kazein multifoszforilezett formában található, molekulánként 0–5 

foszfátcsoporttal (Greenberg et al. 1984). A foszforilezettség foka jelentős tényező az 

emészthetőségnél, ezért a csecsemőtápszerek előállítása során javasolt a kazein 

defoszforilezése, ami által a tehéntejben megtalálható β-kazein jobban hasonlít az 

anyatejben található kazeinre (Broyard és Gaucheron 2015). 
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ĸ-kazein 

A kazein frakciók közül a legkisebb mennyiségben a κ-CN frakció található meg a 

tehéntejben. Foszforilációjának mértéke nagyon kicsi, azonban az egyetlen kazein 

frakció, amely akár 6 aminosav helyen is glikolizálható (Pisano et al. 1994). A többi 

kazeintől eltérően szénhidrátban gazdag glikopolipeptid részt tartalmaz (124-155. 

pozíció), amely galaktózból, galaktózaminból és szialinsavból épül fel. Elegytejekben a 

κ-CN molekulák 60%-a glikolizált formában található meg (Vreeman et al. 1986). Két 

leggyakoribb variánsa az A és a B (Farrell et al. 2004). A B variáns nagyobb fokú 

glikozilációval társul, összehasonlítva az A variánssal (Coolbear et al. 1996). Napjainkig 

kevés ismeret áll rendelkezésre a κ-CN glikozilezés szerepéről a tej technológiai 

tulajdonságainak determinizmusában (Bonfatti et al. 2014). A tejelő fajtáknál az A 

variáns a domináns, kivétel ez alól a Jersey fajta (Ng-Kwai-Hang és Grosclaude 2003). 

A tejfehérjék genetikai variánsainak a tejalvadási tulajdonságokra gyakorolt hatását 

számos tanulmány vizsgálta. A κ-CN allélokra vonatkozó vizsgálatok azt mutatták, hogy 

a B allél szignifikánsan kedvezően hat a tejfehérje tartalomra (Ng-Kwai-Hang et al. 1984, 

Aleandri et al. 1990, Ikonen et al. 1997) és sajtgyártás során a B variáns kedvezőbb 

alvadási tulajdonságokkal rendelkezik (Ikonen et al. 1999, Di Stasio és Mariani 2000, 

Wedholm et al. 2006, Jensen et al. 2012/a). Ezzel szemben, a κ-CN A és E allélek gyenge 

alvadási tulajdonságot eredményeznek (Schaar et al. 1985, Marziali és Ng-Kwai-Hang 

1986, Ikonen et al. 1999, Hallén et al. 2007, Heck et al. 2009, Jensen et al. 2012/a). 

 

β-laktoglobulin 

A β-laktoglobulin a savófehérjék több mint felét, az összefehérjének hozzávetőlegesen 

10-12%-át alkotja (Farrell et al. 2004). Leggyakoribb variánsa az A és B, amelyek két 

aminosavban különböznek. A β-LG a tejfehérjék közül az egyik legallergénebb 

fehérjefrakció (Bu et al. 2013) emiatt nagy érdeklődés mutatkozik a csökkentett β-

laktoglobulin tartalmú anyatej-helyettesítő tápszerek előállítására. Technológiai 

szempontból sajtgyártás során a β-laktoglobulin B variáns kedvezőbb alvadási 

tulajdonságokkal rendelkezik. 
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α-laktalbumin 

Viszonylag kisméretű fehérje, 123 aminosavat tarttalmaz, molekulatömege 14 kDa. 

Tehéntejben az összes fehérje körülbelül 3,5%-át, a savófehérjék hozzávetőlegesen 17%-

át álkotja (O’Mahony et al. 2013). Az anyatejben az α-laktalbumin az egyik alapvető 

savófehérje frakció, így anyatej-helyettesítő tápszerekeben alkalmazzák. 

 

Tejfehérjék vizsgálata elektroforetikus módszerekkel 

Az egyes tejfehéjre frakciók extrakciója, kvalitatív és kvantitatív meghatározása 

napjainkban is kihívást jelent. A tejben található fehérje egy heterogén komplex 

peptidcsoport. A mennyiségi meghatározást nagyban megnehezíti, hogy jelenleg a 

kereskedelmi forgalomban kapható fehérjefrakció standardok legtöbbször csak 70-90% 

tisztaságúak és az egyes genetikai variánsokra jelenleg nem is érhető el (Farrell et al. 

2004, Dupont et al. 2018). Az elmúlt három évtizedben számos publikáció jelent meg a 

kazein és a savófehérje frakciók elektroforetikus és nagyhatékonyságú 

folyadékkromatográfiás vizsgálatával kapcsolatban, melyek közül a leggyakrabban 

alkalmazott módszerek a gélelektroforézis különböző formái, a kapilláris 

zónaelektroforézis (CZE), a fordított fázisú folyadékkromatográfia (RP-HPLC) és a 

legújabb mikrofluid „lab on a chip” technika. A következő fejezetben a felsorolt vizsgálati 

módszerek előnyeit és hátrányait ismertetem a tejfehérje vizsgálatok vonatkozásában. 

 

Tejfehérjék vizsgálata gélelektroforézissel 

Az elektroforézis elvén alapuló elválasztási technikák esetén az oldat töltéssel 

rendelkező részecskéi elektromos erőtér hatására különböző sebességgel mozdulnak el. 

A gélelektroforézist széles körben alkalmazzák a tejben lévő fő fehérje frakciók és azok 

genetikai variánsainak elválasztásához. A módszer elvégezhető keményítő, poliakrilamid 

vagy poliakrilamid-agaróz gélen. A módszer különböző festési eljárásokkal és 

denzitometriás szkennélést követően fehérjék szemikvanatitatív meghatározására 

alkalmas (Dziuba és Mioduszewska 1997, Lin et al. 2010). 

 

Tejfehérjék vizsgálata keményítő gélelektroforézissel 

A keményítő gélelektroforézist Melachouris és Tuckey (1966) alkalmazta először 

kazeinek és egyes bomlástermékeik vizsgálatára sajtban. A keményítő gélek ugyan jó 

elválasztást tettek lehetővé, azonban kiöntés után gyakran opálosak és törékenyek voltak 
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(Smithies 1955, Tremblay et al. 2003). Ezen hátrányok kiküszöbölésére a keményítő 

gélek használatát fokozatosan felváltották a poliakrilamid gélek használata. 

 

Tejfehérjék vizsgálata poliakrilamid-gélelektroforézissel (PAGE) 

A poliakrilamid, az akrilamid és az N,N’-metilén-bisz-akrilamid (BIS) térhálós 

szerkezetű polimerizációs terméke. A monomerek koncentrációjával szabályozható a gél 

pórusnagysága, amely meghatározza az átszűrődő molekulák maximális tömegét. A 

poliakrilamid gélen végzett tejfehérje vizsgálatokra számos módszertani variáció terjedt 

el, mint a natív-PAGE, urea-PAGE, vagy nátrium-dodecil-szulfát-poliakrilamid-gél 

(SDS-PAGE) alkalmazása. 

 

Natív-PAGE 

A natív-PAGE méréstechnikai módszer esetében a fehérjéket natív állapotukban 

választják el nettó töltésük, méretük és alakjuk alapján (Smith 1984). A „natív” 

elektroforézis kifejezés a fehérje elemzésére utal összehasonlítva az elektroforézis egyéb 

formáival, ahol denaturáló (SDS vagy urea) vagy redukáló szereket (merkaptoetanol 

(ME) vagy ditiotreitolt (DTT)) használnak (Pesic et al. 2011). Mivel a kazeinek 

különböző frakcióinak izoelektromos pontja között viszonylag kicsi az eltérés (1. 

táblázat), a natív-PAGE nem alkalmas a kazein frakciók elválasztására, azonban lehetővé 

teszi a savófehérjék elválasztását (McSweeney és Fox 1997, Lin et al. 2010), ezért 

elsősorban tejhamisítási vizsgálatoknál alkalmazzák (Pesic et al. 2011). A molekula 

tömeg „létra” nem alkalmazható ennél a módszernél, így a fehérjék azonosítása nehézkes, 

tisztított fehérjefrakció standardok egyidejű futtatásával érhető el (Sharma et al. 2021). 

A módszer felbontóképessége általában kisebb, mint az SDS-PAGE módszeré, azonban 

előnye, hogy a fehérje natív szerkezetét elektroforézist követően is lehet vizsgálni (Kurien 

és Scofield 2005). 

 

Urea-PAGE 

Az urea (karbamid) nagy koncentrációban denaturálja a fehérjéket. A fehérje 

denaturálásához szükséges ureakoncentráció körülbelül 6 M (Schagger 2006). A 

mintapufferhez adott karbamid javítja a kazeinek elválasztását, azonban elmosódott 

halvány α-laktalbumin és β-laktoglobulin fehérje sávokat eredményez, amelyeket nehéz 

azonosítani (Patel et al. 2006, Yukalo et al. 2019). Az αs2-kazein és a ҡ-kazein 
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elválasztásához 2-merkaptoetanol is szükséges a mintapufferbe (Andrews 1983). A 

módszert Duarte-Vázquez és munkatársai (2017) β-kazein A1 és A2 azonosítására 

alkalmazták tehéntejben, azonban genotipizáláshoz jelenleg még széles körben nem 

terjedt el. A módszer alkalmas különböző fajoktól származó tejek elemzésére, 

kihasználva, hogy a ló és a teve β-kazein és ҡ-kazein lassaban vándorol, összehasonlítva 

a szarvasmarha-, kecske- vagy bivaly tejével (Hinz et al. 2012). 

 

SDS-PAGE  

Az SDS-PAGE technika a fehérjéket denaturált állapotban, főként a molekulatömegük 

alapján választja el. Az SDS (nátrium-dodecil-szulfát) egy erős anionos detergens, amely 

denaturálja a fehérjéket a hidrogénkötések lehasításával, másodlagos és harmadlagos 

szerkezetük felbontásával (Westermeier 2011), ezáltal 0,1 mmólnál nagyobb 

koncentráció konformációs változásokat okoz a fehérjékben (Reynolds és Tanford 1970). 

Az SDS a fehérjékhez specifikusan kötődik, kitekeri a fehérjéket és ionos tulajdonsága 

miatt megközelítőleg azonos fajlagos (negatív) töltést biztosít a fehérjéknek. A 

tejfehérjék elválasztása esetében a leggyakrabban alkalmazott puffer a TRIS-glicin 

(Laemmli 1970). Az SDS-PAGE során a fehérje által megkötött SDS mennyisége arányos 

a fehérje tömegével. Átlagosan 1,4 g SDS kötődik 1 g fehérjéhez (Reynolds és Tanford 

1970, Smith 1984). 

Az SDS-PAGE alkalmas a savófehérje frakciók elválasztásara, azonban kazein frakciók 

közel azonos molekulatömege (1. táblázat) miatt nem túl hatékony a kazeinek 

elválasztásában. További hátránya, hogy a β-kazein, amely nagy hidrofóbitással 

rendelkezik aránytalanul nagy mennyiségű SDS-t köt meg, következésképpen nagyobb 

elektroforetikus mobilitással rendelkezik, mint az αS1-kazein, amely egy nagyobb 

molekula (Creamer és Richardson 1984). Számos kutatásban mégis alkalmazzák a 

fehérjék látszólagos molekulatömegének meghatározására (Shapiro et al. 1967, Sheehan 

2009), annak ellenére, hogy a mért érték jellemzően sokkal nagyobb, mint az egyéb 

technikával (tömegspektroszkópia) mért tényleges molekulatömeg (Dziuba 2002).  

 

Kétdimenziós gélelektroforézis 

A kétdimenziós gélelektroforézist (2-DGE) O’Farrell (1975) alkalmazta elsőként. Ez a 

technika a fehérjék két molekuláris tulajdonságát is felhasználja (mokekulatömeg, 
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izoelektromos pont), hogy megkönnyítse a hasonló molekulatömegű vagy izoelektromos 

ponttal rendelkező fehérjék elválasztását. A 2-DGE alkalmazásakor a fehérjék 

szétválasztása az első dimenzióban izoelektromos fókuszálással töltés szerint történik 

(IEF), majd a gélcsíkot SDS-PAGE módszerrel molekulatömegük szerinti szeparálást 

végeznek (Ong és Pandey 2001). A módszer hátránya, hogy az kis koncentrációban lévő 

fehérjéket nehéz detektálni. Ennél a módszernél a fehérjék festést követően nem 

sávokban, hanem foltokként jelennek meg a gél képén Hinz et al. (2012) 

 

Kapilláris zónaelektroforézis (CZE) 

Kapilláris elektroforézisről beszélünk, ha az elektroforetikus elválasztás kis belső 

átmérőjű (50 µm) 0,5-1 cm hosszú kapillárisokban történik nagy feszültség hatására. A 

legegyszerűbb és leggyakrabban alkalmazott kapilláris elektroforetikus módszer, a 

kapilláris zónaelektroforézis (CZE), amely a részecskék eltérő elektroforetikus 

mozgékonyságán alapul. A kapilláris elektroforézis nem egy vertikális vagy horizontális 

gélben, hanem egy kapilláris belsejében történik. A módszer sokkal pontosabb a fehérjék 

mennyiségi meghatározásában, mint a klasszikus PAGE módszerek (Strickland et al. 

2001). Számos tanulmány beszámol a savófehérjék (Recio et al. 1995) és a kazeinek (Otte 

et al. 1997, Ortega et al. 2002), valamint azok genetikai variánsainak egyidejű 

elválasztásáról (Reico et al. 1996, Recio et al. 2001). A módszer lehetővé teszi nyolc és 

kilenc foszfátcsoportot tartalmazó αs1-CN elválasztását (Recio et al. 1997), az αs2-CN és 

αs2-CN CZE kazein genotípusainak mennyiségi meghatározását (Gomez et al.  2004), 

valamint a kazeinek bomlás termékeinek vizsgálatát (Otte et al. 1997). 

A tejfehérjék vizsgálatára elsőként Chen és Zang (1992) alkalmazta a módszert. 

Kísérleteik során azt tapasztalták, hogy foszfátpuffer alkalmazásával, urea jelenléte 

nélkül a kazein frakciókat nem sikerül elválasztaniuk. Karbamid foszfát pufferrel (4 M 

urea foszfátpufferben, pH=7) 10 perc alatt sikeresen elválasztották a β-kazeint, az α-

laktalbumint és a β-laktoglobulint. Chen és Tusak (1994) a vizsgálataikban magas pH-

értékű nagy ionerősségű puffert (borát puffer pH = 10,0) alkalmaztak, azonban a 

savófehérjéket nem sikerült elválasztaniuk. A β-laktoglobulin és az α-laktalbumin együtt 

eluálódott az αs-kazeinnel. A fehérjék CE-elemzésének egyik fő problémája a fehérjék 

adszorpciója a negatív töltésű fuzionált kvarc kapilláris felületre, ami torz 

csúcsformákhoz és rossz elválasztásokhoz vezet (Chen és Zang 1992, Reico 1997). 

Elsőként Nynke de Jong és munkatársainak sikerült CZE módszerrel a savófehérjék és a 
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kazein fehérjék egyidejű elválasztása (de Jong et al. 1993). Kísérleteikhez kvarc kapilláris 

helyett hidrofil töltetű kapillárist használtak fel kis pH-értékű puffer oldattal (20 mM 

nátrium-citrát, pH=3). Visser et al. (1991) elválasztotta β-kazein három genetikai 

variánsát (A1, A2, A3) A módszer előnye a hagyományos elektroforetikus és 

kromatográfiai módszerekkel szemben a gyorsaság, nagy felbontás, egyszerűség és a 

kicsi üzemeltetési költségek (Gutierrez és Jakobovits 2003, Kinghorn et al. 1995). 

 

„Lab on a chip” mikrofluidikai módszer 

A „Lab on a chip” módszer során a vizsgálat a mintaelőkészítéstől a detektálásig 

elvégezhető egy darab chip felületén. A berendezés egy 5 cm oldalú négyzet alakú chip. 

A chip felületén található mikroutakat a vizsgálandó mintával és reagenssel töltik meg 

(Nazzaro et al. 2012). 

A méréstechnika eredetileg a DNS és az RNS szétválasztására és mennyiségi 

meghatározására használták (Goetz et al. 2004). A mikrofluid technika előnye más 

elektroforézis módszerekkel szemben a rendkívül rövid elemzési ideje (1–3 perc), az 

elemzés kicsi költsége, a nagy érzékenysége, továbbá, hogy a mérésekhez kis 

mintamennyiség szükséges (Nazzaro et al. 2012, Dolnik és Liu 2005, Tran et al. 2010). 

Bütikofer és munkatársai (2006) nyers és hőkezelt tejek α-laktalbumin és β-laktoglobulin 

tartalmát határozták meg mikrofluid, kapilláris elektroforézissel Kjeldahl módszerrel. A 

két fehérje frakció aránya az összes fehérjére vonatkoztatva százalékos arányban 

mikrofluid technikával 12,8±0,2%, míg a kapilláris elektroforézis módszerrel 13,3±0,6% 

volt. Az eredmények jó egyezőséget mutattak a Kjeldahl módszerrel becsült értékkel, 

amelyben a két savófehérje frakció aránya az összes fehérjére vonatkoztatva 13,3% volt. 

Anema (2009) a mikrofluid technikával fölözött tej mintákat vizsgált. Hatékony 

elválasztást ért el a fő kazein- és savófehérje frakciókra. Bár a mérőmódszer chipen belüli 

reprodukálhatósága jó volt, azonban a chipek között a csúcs alatti területek korrelációs 

koefficiens értékére 10-15% közötti értékeket figyeltek meg. Buffoni és munkatársai 

(2011) mediterrán vízibivalytól származó (Bubalus bubalis) egyedtejekből nyert savó 

mintákban vizsgálta az α-laktalbumin, β-laktoglobulin és szérum-albumin (SA) tartalmát. 

Mennyiségi meghatározáshoz a fehérje standardokat minden egyes chipre feltöltötték, így 

az átlagos korrelációs együttható 0,95 (α-laktalbumin) 0,94 (β-laktoglobulin) és 0,93 

(szérum albumin) volt (Buffoni et al. 2011). 
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Costa és munkatársai (2014) TPS puffer (karbamid koncentráció: 2 mol/L) és SEP 

puffer (karbamid koncentráció 6 mol/L) hatását vizsgálta az elválasztás javítása céljából. 

Mindkét puffer javította az elválasztást. A két puffer közül a SEP puffer a kazeinfrakciók 

hatékonyabb elválasztását és mennyiségi meghatározását eredményezte. Ez azzal 

magyarázható, hogy a kazeinek karbamid jelenlétében disszociálódnak (Hames és 

Rickwood 1998). 

 

 

Fordított fázisú kromatográfia  

A folyadékkromatográfiás módszerek közül a fordított fázisú folyadékkromatográfia 

(RP-HPLC) napjainkra az egyik leggyakoribb és egyben legmegbízhatóbb vizsgálati 

módszerré vált a tejben lévő fehérjefrakciók és egyes genetikai variánsok azonosítására 

és mennyiségi meghatározására (Bordin et al. 2001, Bonfatti et al. 2008, Bonfattti et al. 

2013). A folyadékkromatográfiás rendszer a legegyszerűbb esetben egy kromatográfiás 

töltetből (állófázis) oszlopból (kolonnából), mobil fázisból, a mozgófázist az oszlopon 

átnyomó pumpából, valamint a molekulák retenciós (visszatartási) idejét jelző 

detektorból áll. A módszer az állófázis és a mozgófázis közötti hidrofób kölcsönhatáson 

alapul. A mérőrendszer egy n-alkil-szilikát alapú állófázist tartalmaz, amelyben az oldott 

anyagokat növekvő koncentrációjú gradiensekkel eluálják (Aguilar 2003,). Jellemzően a 

tejfehérjék elemzéséhez állófázisként C18 (Bobe et al. 1998/a), C8 (Bonfatti et al. 2008) 

és C4 oszlopokat (Ma et al. 2017) alkalmaznak. A mobil fázis gyakran tartalmaz 

ionpárosító szert, például 0,1% trifluor-ecetsavat (TFA), amely elegendő hidrofób 

képességű ionpárt hoz létre, hogy az állófázis megtartsa (Sheehan 2009). A 

mintaelőkészítés során a mintapuffer általában denaturálószerként ureát vagy guanidin-

hidrokloridot, redukálószerként ditiotreitol (DTT) tartalmaz. A fehérjék detektálásához 

UV, UV-VIS vagy diódasoros detektálási (DAD) módot alkalmaznak jellemzően 210-

280 nm hullámhosszú tartományban. Kezdetben a kazeineket és savófehérjéket savas 

kicsapással elválasztották (Carles 1986, Visser et al. 1986, Strange et al. 1991, Parris és 

Baginski 1991), mert tejfehérjék egyidejű elemzése nem volt alkalmas. A tejfehérjék 

egyidejű meghatározásáról számoltak be Visser és munkatársai (1991) kísérleteik során 

a mintapuffer redukálószerként ureát, 2-merkaptoetanolt és tinátrium-citrát dihidrátot 

tartalmazott. A fölözött tej vizsgálata során az α-laktalbumint nem sikerült elválasztaniuk, 

együtt eluálódott a β-kazein frakcióval. Groen és munkatársai (1994) a Visser és 
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munkatársai (1991) által leírt protokoll szerint vizsgáltak 95 tejmintát, azzal a 

különbséggel, hogy redukálószerként merkaptoetanol helyett ditiotreitolt (DTT) 

használtak. Az általuk leírt módszerrel az α-laktalbumint nem sikerült elválasztaniuk a β-

laktoglobulin B frakciótól. Emellett ellentétben Visser et al. (1991) által leírtakkal az α-

laktalbumin nem az αs1-kazein és β-kazein között eluálódott. Bobe és munkatársai 

(1998/b) számos mintaelőkészítési protokollt és reagenst vizsgáltak a tejben lévő fehérjék 

elemzésére. A kapott eredmények összhangban voltak Visser et al. (1991) és Groen 

(1994) által leírt eredményekkel, miszerint a mintapufferben alkalmazott redukálószer 

típusa befolyásolja az α-laktalbumin és β-laktoglobulin retenciós idejét. Elsőként Bobe és 

munkatársai (1998/a) fejlesztett ki egy olyan mintaelőkészítési eljárást, amely alkalmas 

volt egyidejűleg elválasztani és mennyiségileg meghatározni a fő fehérje frakciókat. 

Kísérleteikhez C18-as oszlopot, puffer oldatban urea helyett guanidin-hidrokloridot, 

nátrium-citrátot és DTT-t alkalmaztak. A detektálási hullámhossz 220 nm volt. Az általuk 

leírt mintaelőkészítési protokoll és mérési módszer alkalmas a fő kazein és savófehérje 

frakciók, valamint a ĸ-kazein, β-kazein és β-laktoglobulin genetikai variánsainak 

elválasztására 52 perc alatt. Bonfatti és munkatársai (2008) a Bobe és munkatársai 

(1998/a) által leírt mintaelőkészítési protokollal, C8-as oszlop alkalmazásával és a 

mozgófázis összetételének változtatásával optimalizált módszer lehetővé teszi fő fehérje 

frakciók mellett a genetikai variánsok mennyiségi meghatározását is.  

 

KÖVETKEZTETÉSEK 

 

Az egyes tejfehérje frakciók mennyisége és relatív aránya, bizonyos allélok 

előfordulása és a különböző a poszttranszlációs módosulások hatással lehetnek a tej 

fizikai-kémiai, táplálkozásélettani, valamint technológiai tulajdonságaira (Caroli et al. 

2009, Amalfitano et al. 2019). Ennél fogva az egyes tejfehéjre frakciók pontos ismerete 

nem csak a tejipar, hanem a táplálkozástudomány számára is kulcsfontosságú (Bar et al. 

2019). Napjainkban a leggyakrabban alkalmazott technikák a tejfehéjrék elválasztására 

és számszerűsítésére a poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE), kapilláris elektroforézis 

(CE) és nagy teljesítményű folyadékkromatográfia (HPLC) (Costa et al. 2014). 

A felsorolt méréstechnikák midegyikének vannak előnyei és hátrányai, egyik módszer 

sem nyújt teljes körű információt a tej fehérjefrakcióiról. Az elektroforetikus módszerek 

közül a poliakrilamid gélen végzett vizsgálatok előnye, hogy a fő tejfehérje frakciók 
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mellett kisebb fehérje komponensek, valamint, egyes fehérjefrakciók bomlástermékei is 

vizsgálhatóak és nincs szükség a drága berendezésekre. Hátránya, hogy a többi 

módszerhez képest időigényes és szemikvantitatív meghatározást tesz lehetővé. Sharma 

és munkatársai (2020) szerint, a poliakrilamid gélen végzett elektroforetikus technikák 

közül az urea-PAGE a kazeinekre, míg natív-PAGE a savófehérjékre alkalmasabb. A 

kazeinek és savófehérjék egyidejű elválasztásra, az SDS-PAGE a legjobb módszer, mivel 

az SDS gélek egyszerre képesek elválasztani mind a kazeineket, mind a savófehérjéket 

és a bruttó molekulatömegük egyidejűleg is meghatározható. 

Anema (2009) eredményei alapján a mikrofluidika chip technológia egy gyors 

alternatíva lehet a tejfehérje elválasztására és mennyiségi meghatározására azonban 

hátránya, hogy fő tejfehérje frakciókra korlátozódik és nem alkalmas az egyes genetikai 

variánsok elválasztására. A fordított fázisú kromatográfia és kapilláris zónaelektroforézis 

hatékony és megbízható vizsgálati módszer a tej fő fehérjefrakcióinak és azok genetikai 

variánsainak meghatározására (Heck et al. 2009, Bordin et al. 2001) 
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ABSTRACT 

 

Bovine milk contains on average of 3.3% true protein. It is one of the most valuable 

ingredients of the milk components.  Milk proteins are a heterogeneous group of peptides, 

it 90-95 percent consists of six main protein fractions, namely αS1-casein, αS2-casein, β-

casein, κ-casein, α-lactalbumin, β-lactoglobulin.  The protein fractions heterogenenity 
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further enhanced by the post translational modifications like glycosylation, 

phosphorylation, genetic polymorphism.  

Numerous studies have shown that the amount and relative proportions of the fractions 

and the presence of certain alleles, various posttranslational modifications can affect 

nutritional value and the technological properties of milk. Consequently, accurate 

knowledge of the individual milk protein fractions is high interest, not only for the dairy 

industry but also for nutrition researches.  

The extraction, qualitative and quantitative determination of each milk protein fraction is 

a challenging. In the last three decades, several studies have been published on the 

electrophoretic and high-performance liquid chromatographic analysis of casein and 

whey protein fractions. The most commonly used methods are the various forms of gel 

electrophoresis, capillary zone electrophoresis (CZE), reversed-phase chromatography 

(RP-HPLC) and the latest microfluidic “lab on chip” technique. Each of these techniques 

listed has advantages and disadvantages and none of the methods provides complete 

information on the milk protein fraction. The purpose of the review is to characterize the 

main individual milk protein fractions. Description of the most commonly used test 

methods for the milk protein separations and quantification.  

Keywords: milk protein fractions, caseins, whey proteins, PAGE, RP-HPLC, lab on a 

chip, CZE  
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