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OSSZEFOGLALAS

A tehéntejben atlagosan 3,3% valodi fehérje talalhato, amely a tejalkotok koziil az egyik
legértékesebb komponens. A tejfehérje egy heterogén komplex peptid csoport, 90-95%-
ban hat f6 fehérjefrakcio, az asi-kazein, asp-kazein, B-kazein, k-kazein, a-laktalbumin, -
laktoglobulin alkotja. A tejben talalhato fehérjék sokféleségét tovabb fokozza a genetikai
polimorfizmus, valamint a poszttranszlaciés modosulasok okozta foszforilacio,
glikolizacio és a proteolizis.

Szamos tanulmany igazolta, hogy az egyes frakciok mennyisége és relativ aranya,
bizonyos allélok el6fordulasa és a kiillonboz6 a poszttranszlaciés moédosulasok hatassal
lehetnek a tej fizikai-kémiai, taplalkozasélettani, valamint technoldgiai tulajdonsagaira.
Ezért az egyes tejfehéjre frakciok pontos ismerete nem csak a tejipar, hanem a
taplalkozastudomany szamara is kulcsfontossagu.

Az egyes tejfehérje frakcidk extrakcidja, kvalitativ és kvantitativ meghatirozésa
kihivast jelent. Az elmilt harom évtizedben szamos publikacié jelent meg a kazein és
savofehérje frakciok elektroforetikus és nagyhatékonysagi folyadékkromatografias
vizsgalataval kapcsolatban, ezek koziil a leggyakrabban alkalmazott modszerek a

gélelektroforézis kiilonbozé formai, a kapillaris zonaelektroforézis (CZE), a forditott
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fazisti folyadékkromatografia (RP-HPLC) ¢és a leglijabb mikrofluid ,lab on a chip”
technika. A szemlecikk célja a tejben talalhato f6 fehérje frakciok jellemzése, és a
leggyakbban alkalmazott vizsgalati modszerek ismertetése.

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

BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

Tehéntej fehérjefrakeioi

A tehéntej atlagosan 3,3% valddi fehérjét tartalmaz (Swaisgood 1992, Csapd és
Csaponé 2002). A tejben talalhatd fehérjéket 90-95%-ban négy kazein frakcid (oisi-
kazein, osp-kazein, B-kazein, k-kazein) és két savofehérje frakcid (a-laktalbumin, [-
laktoglobulin) alkotja (Heck et al. 2009, Holland et al. 2010). A fennmaradé 5-10%-ot
kis koncentracioban el6forduld frakciok alkotjak, mint példaul a szérum albumin, vy-

kazeinek, prote6z-pepton, immunglobulinok, valamint a laktoferrin (Farrell et al. 2004).

Kazein fehérjék

A kazein fehérjék a foszfoproteinek heterogén csoportja, amelyek a nyers sovany
tehéntejbol (Bos genus) 20 °C-on 4,6-0s pH-értéken kicsapodnak (Jennes et al. 1956).
Aminosav szekvencia alapjan négy 6 kazein frakciot, asi-kazein (as1-CN), oso-kazein
(as2-CN), B-kazein (B-CN), k-kazein (k-CN) kiilonboztetiink meg (Farrell et al. 2004).
Ezek egymashoz viszonyitott aranyardl altalanossagban elmondhatd, hogy 4:1:4:1
(Walstra 1999, Farrell et al. 2004, Fox és Brodkorb 2008, Wang etal. 2009).
Elektroforézissel végzett kisérletekben a négy kazein frakcid mellett a y-kazeint (y-CN)
is f6 kazein frakcioként emlitik (Clayden et al. 2001). A y-CN a B-CN kiilonb6z6 C
terminalis szegmensei, amelyek a tejben talalhaté nativ plazmin enzim proteolitikus
hasitasabol szarmaznak (Groves 1969, Ostersen et al. 1997, Kaminski et al. 2007).

Az egyes kazein frakciok viszonylag kisméretii fehérjék, molekulatémegiik 20-25 kDa
(kilodalton), tejben azonban aggregatumokba tomdriilnek, kisebb-nagyobb méretii, gomb
alakl micellakat képeznek (Dalgleish 1992, Walstra 1999). A micellak 92% fehérjét és

8% kis molekulatomegli szervetlen sokat, els6sorban kalcium-foszfatot tartalmaznak. A
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micellak atmérdje atlagosan 120 nm (50-500 nm) (Fox és Brodkorb 2008). A kazein
fehérjék harmadlagos és negyedleges szerkezete hianyzik, ezért melegités hatasara nem
denaturalodnak (Fox és McSweeney 1998), azonban a 140 °C-ot meghaladé hékezelés
alkalmazasa esetén az egyes frakciok fokozatosan oldhatatlanna valnak (Singh 1995). A
kazein frakcidok tovabbi tulajdonsaga, hogy a pH-ra érzékenyek, ezaltal 20 °C

hémérsékleten az izoelektromos ponthoz kézeledve kicsapddnak (Walstra 1999).

Savéfehérjék

Savofehérjéknek nevezziik azokat a fehérje szegmenseket, amelyek savas kicsapas utan
is oldhatéak maradnak (Huppertz 2013). A két f6 savofehérje frakcio a B-laktoglobulin
(B-LG) és az a-laktalbumin (a-LA), aranyuk a tehéntejben 3:1 (Swaisgood 1982). A két
frakcio a savofehérje megkdzelitéleg 80%-at alkotja. A savofehérjék globularis fehérjék,
masodlagos és harmadlagos szerkezettel rendelkeznek, igy héérzékenyek (Kinsella és
Morr 1984, Ng-Kwai-Hang és Grosclaude 2003, Farrell et al. 2004). Az a-laktalbumin
mar 63-67 °C-on, a B-laktoglobulin 74-77 °C-on denaturalodik (Paulsson és Dejmek
1990). Tovabbi jellemzjiik, hogy hidrofobbak, mint a kazeinek (Ng-Kwai-Hang 2002).

Az 16 tejfehérje frakciok mennyiségét befolyasolo tényezék

A 16 tejfehérje frakciok mennyisége és egymashoz viszonyitott aranya nem allando,
ezeket els6sorban a 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). Emellett
befolyasolja a laktacios stadium (Ostersen et al. 1997, Gellrich et al. 2014), a tehén
egészségi allapota (Verdi et al. 1987), a fajta (Mackle et al. 1999, Auldist et al. 2004,
Poulsen et al. 2016), és évszak szerint is valtozatossagot mutatnak (O’Brien et al. 1999,
Bernabucci et al. 2002, Bernabucci et al. 2014). Ez utobbi azzal magyarazhat6, hogy az
allatok a melegebb honapokban altalaban kisebb fehérjetartalmi tejet termelnek, nagyobb

esszencialis aminosav-tartalommal (Csapo és Csaponé 2002).
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Tejfehérje frakciok genetikai polimorfizmusa

A kazeinek és a savofehérjék genetikai polimorfizmusa igazolt (Farrell et al. 2004). A
kérédzok tejében talalhato fehérjék tobb mint 95 szazalékat 6 szerkezeti gén kodolja
(Martin et al. 2002).

A kazein frakciokat (asi-CN, B-CN, as2-CN és k-CN) négy polimorf gén (CSN1S1,
CSN2, CSN1S2 és CSN3) kodolja (Ferretti et al. 1990, Threadgill és Womack 1990). A
négy gén adott sorrendben helyezkedik el a kazein-gén klaszter 6. kromoszéma 250
kilobazis hosszusagu szakaszan (Rijnkels 2002, Boettcher et al. 2004). Az a-laktalbumin
5. és 11. kromoszoéman helyezkednek el (Hayes és Petit 1993). A fehérjék genetikai kodja
meghatarozza az adott fehérje aminosav szekvenciajat (Walstra et al. 2006). A genetikai
mutaciok egy vagy tobb aminosav szubsztitucidt vagy deléciot okoznak a kodold
szekvencian beliil, ami eltéré aminosav szekvenciaval rendelkez6 fehérje valtozatotokat
eredményezhet (Creamer és Macgibbon 1996, Bobe et al. 1999). Példaul az as;-kazeinnél
a CSNI1S1 lokusz kilenc allélt mutat (A, B, C, D, E, F, G, H és I), amelyek kilenc genetikai
variansnak felelnek meg. Napjainkig tobb mint 60 kiilonb6z6 tejfehérje-varianst

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

Tejfehérjék mikroheterogenitisa

A kazein fehérjék sokféleségét tovabb fokozza a mikroheterogenitas. A
mikroheterogenitds alatt a poszttranszlacios moddosulasok okozta foszforilaciot,
glikolizaciot és a proteolizist értjikk (Ng-Kwai-Hang 2003). Szamos tanulmany igazolta,
hogy az egyes frakciok mennyisége és relativ aranya (Dalgleish 1992, Amalfitano et al.
2019), bizonyos allélok eléfordulasa (Guinee 2003, Bittante et al. 2012, Jensen et al.
2012/b), és a kiilonbozé poszttranszlacios modosulasok (Ng-Kwai-Hang és Grosclaude
2003, Caroli et al. 2009) befolyasoljak a tej fizikai-kémiai, taplalkozasélettani, valamint
technologiai tulajdonsagait (Amalfitano et al. 2019).
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A fébb tejfehérje frakciok részletes jellemzése

Az egyes fehérje frakciok eltérd fizikai és kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. A
tehéntejben megtalalhato hat fo frakcio fontosabb fizikai és kémiai tulajdonsagait az 1.

tdblazat tartalmazza.

1.tablazat: Tehéntejben talalhato f6 fehérjefrakciok fizikai-kémiai tulajdonsagai

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

Atlagos Méret Fébb
Fehérje ) o Molekula | Izoelektromos
) koncentracio (aminosav- genetikai
frakcio ) ) ) tomeg (kDa) pont
tehéntejben (g/1) szam) variansai
23,615 4,44-4.76
as1-CN 12-15 199
23,542
as2-CN 3-4 207 A 25,226
Al 24,023
B-CN 9-11 209 A2 23,983 4,83-5,07
B 24,092
A 19,037 5,45-5,77
k-CN 2-4 169
B 19,006 5,358
A 18,363 5,13
B-LG 2-4 162
B 18,277 5,13
a-LA 0,6-1,7 123 B 14,178 4,245

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

Az 1.tablazatbol jol lathatoé, hogy az egyes kazein frakciok hasonldo mérettel és

molekulatomeggel rendelkeznek, szemben a savofehérjékkel.
as-kazein

A 199 aminosav hosszusagu asi-CN a kazein frakcid 40% -at alkotja (Huppertz 2013).
Egy 6 és egy mellékkomponensbdl all. A két komponens egy egylancu polipeptid,

azonos aminosav-szekvenciaval (Grosclaude et al. 1972), de eltér6 foszforilacios fokkal.
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A molekula elsddleges tobbszintli foszforilacios helye a 100-110. aminosav koriil
talalhato (Mercier at el. 1981).

Az as2-CN a tehéntejben a kazein frakcid legfeljebb 10%-at teszi ki. Két 6 és tobb
kisebb komponensbdl all, kiilonb6z6 szintii foszforilacios szinttel (Swaisgood 1982). A
legkevésbé hidrofob mas kazeinekhez képest (de Kruif és Holt 2003). A genetikai
variansok felfedezése 6ta a kiilonb6z6 genotipusokat megprobaltak dsszekapcesolni a tej
technologiai tulajdonsdgaival és az egyed tejtermelési tulajdonsagaival, azonban a kapott

korrelaciok nem voltak egyértelmiiek (Farrell et al. 2004).

p-kazein

A B-CN a kazeinfrakcié megkozelitdleg 45%-at alkotja. A B-CN egy erdsen hidrofob
kazein, amely 6t foszforilezett csoportot tartalmaz6 polimerként van jelen a tejben (de
Kruif és Holt 2003, Huppertz 2013). Napjainkig 13 valtozatat irtak le, melyek koziil az
Al és az A2 a leggyakoribb variansok (Gallinat et al. 2013). A két forma egy aminosav
szubsztiticioval kiilonbozik egymastol. A B-CN Al esetében a 64. aminosavhelyen
prolin, az A2 esetében hisztidin talalhato. A Bos nemzetségben az eredeti f-CN valtozat
az A2 (Caroli et al. 2009), azonban egy mutacio hatasara egyes eurdpai szarvasmarha
allomanyban megjelent az A1 forma is (Ng-Kwai-Hang et al. 2002). A két forma kozotti
legfontosabb kiilonbség, hogy az A1 varians emésztése soran, az aminosavcsere hatasara
B-kazomorfin-7 (BCM-7) keletkezik (Bell et al. 2006). A BCM-7-et egyes kutatisok
Osszefiiggésbe hozzak egyes emésztérendszeri megbetegedésekkel, azonban jelenleg
ezek az Osszefiiggések nem bizonyitottak (EFSA 2009). Az anyatejben a kazeinfrakcio
85%-a -kazein. (Greenberg et al. 1984, Hambraeus és Lonnerdal 2003), ezért a B-kazein
érdekes az anyatej-helyettesitd tapszerek dusitdsa szempontjabol. Az anyatejben és a
tehéntejben talalhatd PB-kazein kozotti kiilonbség az eltérd foszforilacios allapot. A
szarvasmarha B-kazein altalaban teljesen foszforilezett formaban fordul eld, mig az
anyatejben a P-kazein multifoszforilezett formaban talalhat6, molekulanként 0-5
foszfatcsoporttal (Greenberg et al. 1984). A foszforilezettség foka jelentOs tényez6 az
emészthetOségnél, ezért a csecsemdtapszerek eldallitasa soran javasolt a kazein
defoszforilezése, ami altal a tehéntejben megtalalhatd B-kazein jobban hasonlit az

anyatejben talalhat6 kazeinre (Broyard és Gaucheron 2015).
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K-kazein

A kazein frakciok koziil a legkisebb mennyiségben a k-CN frakcio talalhatdo meg a
tehéntejben. Foszforilacidjanak mértéke nagyon kicsi, azonban az egyetlen kazein
frakcid, amely akar 6 aminosav helyen is glikolizalhat6 (Pisano et al. 1994). A tobbi
kazeintdl eltérden szénhidratban gazdag glikopolipeptid részt tartalmaz (124-155.
pozicio), amely galaktozbol, galaktézaminbol €s szialinsavbol épiil fel. Elegytejekben a
K-CN molekulak 60%-a glikolizalt formaban talalhatdo meg (Vreeman et al. 1986). Két
leggyakoribb variansa az A és a B (Farrell et al. 2004). A B varians nagyobb foka
glikozilacidval tarsul, 6sszehasonlitva az A varianssal (Coolbear et al. 1996). Napjainkig
kevés ismeret all rendelkezésre a k-CN glikozilezés szerepérdl a tej technoldgiai
tulajdonsagainak determinizmusaban (Bonfatti et al. 2014). A tejeld fajtaknal az A
varians a dominans, kivétel ez aldl a Jersey fajta (Ng-Kwai-Hang és Grosclaude 2003).
A tejfehérjék genetikai varidnsainak a tejalvadasi tulajdonsagokra gyakorolt hatdsat
szamos tanulmany vizsgalta. A k-CN allélokra vonatkozé vizsgalatok azt mutattak, hogy
a B allél szignifikansan kedvez6en hat a tejfehérje tartalomra (Ng-Kwai-Hang et al. 1984,
Aleandri et al. 1990, Ikonen et al. 1997) és sajtgyartas soran a B varians kedvez6bb
alvadasi tulajdonsagokkal rendelkezik (Ikonen et al. 1999, Di Stasio és Mariani 2000,
Wedholm et al. 2006, Jensen et al. 2012/a). Ezzel szemben, a k-CN A és E allélek gyenge
alvadasi tulajdonsagot 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).

B-laktoglobulin

A B-laktoglobulin a savofehérjék tobb mint felét, az sszefehérjének hozzavetdlegesen
10-12%-at alkotja (Farrell et al. 2004). Leggyakoribb varidnsa az A és B, amelyek két
aminosavban kiilonboznek. A B-LG a tejfehérjék koziil az egyik legallergénebb
fehérjefrakcié (Bu et al. 2013) emiatt nagy érdeklddés mutatkozik a csokkentett [3-
laktoglobulin tartalm anyatej-helyettesitd tapszerek eldallitdsara. Technologiai
szempontbol sajtgyartds soran a B-laktoglobulin B varians kedvezébb alvadasi

tulajdonsagokkal rendelkezik.

104



BUZAS H. — SZAFNER G. — KOVACS A. J.

a-laktalbumin

Viszonylag kisméretii fehérje, 123 aminosavat tarttalmaz, molekulatomege 14 kDa.
Tehéntejben az 6sszes fehérje koriilbeliil 3,5%-at, a savofehérjék hozzavetdlegesen 17%-
at alkotja (O’Mahony et al. 2013). Az anyatejben az a-laktalbumin az egyik alapvetd

savofehérje frakcio, igy anyatej-helyettesitd tapszerekeben alkalmazzak.

Tejfehérjék vizsgalata elektroforetikus modszerekkel

Az egyes tejfehéjre frakciok extrakcidja, kvalitativ és kvantitativ meghatarozasa
napjainkban is kihivast jelent. A tejben talalhatd fehérje egy heterogén komplex
peptidcsoport. A mennyiségi meghatarozast nagyban megneheziti, hogy jelenleg a
kereskedelmi forgalomban kaphaté fehérjefrakcié standardok legtobbszor csak 70-90%
tisztasaglak és az egyes genetikai variansokra jelenleg nem is érhet6 el (Farrell et al.
2004, Dupont et al. 2018). Az elmult harom évtizedben szamos publikacio jelent meg a
kazein és a savofehérje frakciok elektroforetikus és  nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias vizsgalataval kapcsolatban, melyek koziil a leggyakrabban
alkalmazott modszerek a gélelektroforézis kiilonb6zé formai, a kapillaris
zonaelektroforézis (CZE), a forditott fazisti folyadékkromatografia (RP-HPLC) és a
legijabb mikrofluid ,,lab on a chip” technika. A kovetkez6 fejezetben a felsorolt vizsgalati

modszerek elényeit és hatranyait ismertetem a tejfehérje vizsgalatok vonatkozasaban.

Tejfehérjék vizsgalata gélelektroforézissel

Az clektroforézis elvén alapuld elvalasztdsi technikdk esetén az oldat toltéssel
rendelkezd részecskéi elektromos erdtér hatasara kiillonbozo sebességgel mozdulnak el.
A gélelektroforézist széles korben alkalmazzak a tejben 1évo f6 fehérje frakciok és azok
genetikai variansainak elvalasztasahoz. A mddszer elvégezhetd keményitd, poliakrilamid
vagy poliakrilamid-agaréz gélen. A moddszer killonboz6é festési eljarasokkal és
denzitometrids szkennélést kovetden fehérjék szemikvanatitativ meghatarozasara

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

Tejfehérjék vizsgalata keményito gélelektroforézissel
A keményit gélelektroforézist Melachouris és Tuckey (1966) alkalmazta elészor
kazeinek és egyes bomlastermékeik vizsgalatara sajtban. A keményitd gélek ugyan jo

elvalasztast tettek lehetdvé, azonban kiontés utan gyakran opalosak és tdrékenyek voltak

105



A TEHENTEJ FO KAZEIN ES SAVOFEHERJE FRAKCIOINAK KVALITATIV ES KVANTIATIV ...

(Smithies 1955, Tremblay et al. 2003). Ezen hatranyok kikiiszobolésére a keményitd

gélek hasznalatat fokozatosan felvaltottak a poliakrilamid gélek hasznalata.

Tejfehérjék vizsgalata poliakrilamid-gélelektroforézissel (PAGE)

A poliakrilamid, az akrilamid és az N,N’-metilén-bisz-akrilamid (BIS) térhalds
poérusnagysaga, amely meghatarozza az atsziir6dé molekuldk maximalis tdmegét. A
poliakrilamid gélen végzett tejfehérje vizsgalatokra szdmos mddszertani variacio terjedt
el, mint a nativ-PAGE, urea-PAGE, vagy natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid-gél
(SDS-PAGE) alkalmazasa.

Nativ-PAGE

A nativ-PAGE méréstechnikai modszer esetében a fehérjéket nativ allapotukban
valasztjak el nettd toltésiik, méretilk és alakjuk alapjan (Smith 1984). A ,nativ”
elektroforézis kifejezés a fehérje elemzésére utal 6sszehasonlitva az elektroforézis egyéb
formaival, ahol denaturdlé (SDS vagy urea) vagy redukald szereket (merkaptoetanol
(ME) vagy ditiotreitolt (DTT)) hasznalnak (Pesic et al. 2011). Mivel a kazeinek
kiilonbozé frakcidinak izoelektromos pontja kozott viszonylag kicsi az eltérés (1.
tablazat), a nativ-PAGE nem alkalmas a kazein frakciok elvalasztasara, azonban lehetové
teszi a savofehérjék elvalasztasat (McSweeney és Fox 1997, Lin et al. 2010), ezért
els6sorban tejhamisitasi vizsgalatoknal alkalmazzak (Pesic et al. 2011). A molekula
tomeg ,,1étra” nem alkalmazhat6 ennél a modszernél, igy a fehérjék azonositasa nehézkes,
tisztitott fehérjefrakcio standardok egyidejii futtatasaval érhet6 el (Sharma et al. 2021).
A modszer felbontoképessége altalaban kisebb, mint az SDS-PAGE mddszeré, azonban
elénye, hogy a fehérje nativ szerkezetét elektroforézist kovetden is lehet vizsgalni (Kurien

és Scofield 2005).

Urea-PAGE

Az urea (karbamid) nagy koncentracidban denaturdlja a fehérjéket. A fehérje
denaturalasdhoz sziikséges ureakoncentracié korilbelil 6 M (Schagger 2006). A
mintapufferhez adott karbamid javitja a kazeinek elvalasztasat, azonban elmosodott
halvany a-laktalbumin és B-laktoglobulin fehérje savokat eredményez, amelyeket nehéz

azonositani (Patel et al. 2006, Yukalo et al. 2019). Az os-kazein és a «-kazein
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elvalasztasahoz 2-merkaptoetanol is sziikséges a mintapufferbe (Andrews 1983). A
modszert Duarte-Vizquez és munkatdrsai (2017) B-kazein Al és A2 azonositisara
alkalmaztak tehéntejben, azonban genotipizalashoz jelenleg még széles kdrben nem
terjedt el. A moddszer alkalmas kiilonb6z6 fajoktél szarmazéd tejek elemzésére,
kihasznalva, hogy a 16 és a teve -kazein és k-kazein lassaban vandorol, 6sszehasonlitva

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

SDS-PAGE

Az SDS-PAGE technika a fehérjéket denaturalt allapotban, féként a molekulatomegiik
alapjan valasztja el. Az SDS (natrium-dodecil-szulfat) egy er6s anionos detergens, amely
denaturalja a fehérjéket a hidrogénkotések lehasitdsdval, masodlagos és harmadlagos
szerkezetiik felbontasaval (Westermeier 2011), ezaltal 0,1 mmoélnal nagyobb
koncentracié konformacios valtozasokat okoz a fehérjékben (Reynolds és Tanford 1970).

Az SDS a fehérjékhez specifikusan kotodik, kitekeri a fehérjéket és ionos tulajdonsaga
miatt megkozelitdleg 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 megko6tott 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 (/. tdbldzat) miatt nem til hatékony a kazeinek
elvalasztasaban. Tovabbi hatranya, hogy a p-kazein, amely nagy hidrofébitassal
rendelkezik aranytalanul nagy mennyiségi SDS-t kot meg, kovetkezésképpen nagyobb
elektroforetikus mobilitassal rendelkezik, mint az asi-kazein, amely egy nagyobb
molekula (Creamer és Richardson 1984). Szamos kutatisban mégis alkalmazzak 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 2002).

Kétdimenzios gélelektroforézis
A kétdimenzids gélelektroforézist (2-DGE) O 'Farrell (1975) alkalmazta els6ként. Ez a

technika a fehérjék két molekularis tulajdonsagat is felhasznalja (mokekulatomeg,
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izoelektromos pont), hogy megkdnnyitse a hasonlé molekulatdmegii vagy izoelektromos
ponttal rendelkezd fehérjék elvalasztasat. A 2-DGE alkalmazasakor a fehérjék
szétvalasztasa az elsd dimenzioban izoelektromos fokuszalassal toltés szerint torténik
(IEF), majd a gélcsikot SDS-PAGE modszerrel molekulatomegiik szerinti szeparalast
végeznek (Ong és Pandey 2001). A modszer hatranya, hogy az kis koncentracioban 1év6
fehérjéket nehéz detektdlni. Ennél a moédszernél a fehérjék festést kdvetden nem

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

Kapillaris zonaelektroforézis (CZE)

Kapillaris elektroforézisrol beszéliink, ha az elektroforetikus elvalasztas kis bels6
atmérdji (50 pm) 0,5-1 cm hossza kapillarisokban torténik nagy fesziiltség hatasara. A
legegyszeriibb és 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 varidnsainak egyidejii
elvalasztasarol (Reico et al. 1996, Recio et al. 2001). A modszer lehetdvé teszi nyolc és
kilenc foszfatcsoportot tartalmazo as1-CN elvalasztasat (Recio et al. 1997), az as-CN és
as>-CN CZE kazein genotipusainak mennyiségi meghatarozasat (Gomez et al. 2004),
valamint a kazeinek bomlas termékeinek vizsgalatat (Otte et al. 1997).

A tejfehérjék vizsgalatara elséként Chen és Zang (1992) alkalmazta a modszert.
Kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy foszfatpuffer alkalmazasaval, urea jelenléte
nélkiil a kazein frakciokat nem sikertil elvalasztaniuk. Karbamid foszfat pufferrel (4 M
urea foszfatpufferben, pH=7) 10 perc alatt sikeresen elvalasztottdk a B-kazeint, az a-
laktalbumint és a B-laktoglobulint. Chen és Tusak (1994) a vizsgélataikban magas pH-
értékli nagy ionerdsségli puffert (borat puffer pH = 10,0) alkalmaztak, azonban a
savofehérjéket nem sikertilt elvalasztaniuk. A B-laktoglobulin és az a-laktalbumin egyiitt
elualodott az as-kazeinnel. A fehérjék CE-elemzésének egyik f6 problémaja a fehérjék
adszorpcidja a negativ toltésti fuzionalt kvarc kapillaris feliiletre, ami torz
cstcsformakhoz és rossz elvalasztasokhoz vezet (Chen és Zang 1992, Reico 1997).

Els6ként Nynke de Jong és munkatarsainak sikeriilt CZE modszerrel a savofehérjék és a
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kazein fehérjék egyidejii elvalasztasa (de Jong et al. 1993). Kisérleteikhez kvarc kapillaris
helyett hidrofil toltetli kapillarist hasznaltak fel kis pH-értéka puffer oldattal (20 mM
natrium-citrat, pH=3). Visser et al. (1991) elvalasztotta PB-kazein harom genetikai
variansat (Al, A2, A3) A moddszer eldonye a hagyomanyos elektroforetikus ¢és
kromatografiai modszerekkel szemben a gyorsasdg, nagy felbontas, egyszeriiség és a

kicsi tizemeltetési koltségek (Gutierrez és Jakobovits 2003, Kinghorn et al. 1995).

,Lab on a chip” mikrofluidikai modszer

A ,Lab on a chip” mddszer soran a vizsgalat a mintael6készitést6l a detektalasig
elvégezhet6 egy darab chip feliiletén. A berendezés egy 5 cm oldali négyzet alakt chip.
A chip feliiletén talalhaté mikroutakat a vizsgalanddé mintaval és reagenssel toltik meg
(Nazzaro et al. 2012).

A méréstechnika eredetileg a DNS ¢és az RNS szétvalasztdsdra 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 és Liu 2005, Tran et al. 2010).
Biitikofer és munkatdrsai (2006) nyers és hékezelt tejek a-laktalbumin és B-laktoglobulin
tartalmat hataroztak meg mikrofluid, kapillaris elektroforézissel Kjeldahl modszerrel. A
két fehérje frakcié aranya az Osszes fehérjére vonatkoztatva szazalékos aranyban
mikrofluid technikaval 12,8+0,2%, mig a kapillaris elektroforézis modszerrel 13,3+0,6%
volt. Az eredmények jo egyezdséget mutattak a Kjeldahl modszerrel becsiilt értékkel,
amelyben a két savofehérje frakcio aranya az 9sszes fehérjére vonatkoztatva 13,3% volt.
Anema (2009) a mikrofluid technikaval f6l6z6tt tej mintakat vizsgalt. Hatékony
elvalasztast ért el a 6 kazein- és savofehérje frakciokra. Bar a mérdmodszer chipen beliili
reprodukalhatésdga jo volt, azonban a chipek kozott a csucs alatti teriiletek korrelacios
koefficiens értékére 10-15% kozotti értékeket figyeltek meg. Buffoni és munkatdrsai
(2011) mediterran vizibivalytdl szarmazd (Bubalus bubalis) egyedtejekbdl nyert savod
mintakban vizsgalta az a-laktalbumin, B-laktoglobulin és szérum-albumin (SA) tartalmat.
Mennyiségi meghatarozashoz a fehérje standardokat minden egyes chipre feltoltottek, igy
az atlagos korrelacios egyiitthaté 0,95 (o-laktalbumin) 0,94 (B-laktoglobulin) és 0,93
(szérum albumin) volt (Buffoni et al. 2011).
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Costa és munkatdrsai (2014) TPS puffer (karbamid koncentraci6é: 2 mol/L) és SEP
puffer (karbamid koncentracié 6 mol/L) hatasat vizsgalta az elvalasztas javitisa céljabol.
Mindkét puffer javitotta az elvalasztast. A két puffer koziil a SEP puffer a kazeinfrakciok
hatékonyabb elvalasztasat és mennyiségi meghatarozasat eredményezte. Ez azzal
magyarazhatd, hogy a kazeinek karbamid jelenlétében disszocidlodnak (Hames és

Rickwood 1998).

Forditott fazisi kromatografia

A folyadékkromatografias modszerek koziil a forditott fazist folyadékkromatografia
(RP-HPLC) napjainkra az egyik leggyakoribb és egyben legmegbizhatobb vizsgalati
modszerré valt a tejben 1év6 fehérjefrakciok és egyes genetikai variansok azonositasara
és mennyiségi meghatarozasara (Bordin et al. 2001, Bonfatti et al. 2008, Bonfattti et al.
2013). A folyadékkromatografias rendszer a legegyszeriibb esetben egy kromatografias
toltetbol (allofazis) oszlopbol (kolonnabol), mobil fazisbol, a mozgdfazist az oszlopon
atnyomo pumpabol, valamint a molekuldk retencids (visszatartasi) idejét jelzd
detektorbol all. A modszer az allofazis és a mozgodfazis kozotti hidrofob kdlesdonhatason
alapul. A mérérendszer egy n-alkil-szilikat alapt all6fazist tartalmaz, amelyben az oldott
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
ionparosito szert, példaul 0,1% trifluor-ecetsavat (TFA), amely elegendd hidrofob
képességii ionpart hoz létre, hogy az allofazis megtartsa (Sheehan 2009). A
mintaelékészités soran a mintapuffer altalaban denaturaldszerként ureat vagy guanidin-
hidrokloridot, redukaldszerként ditiotreitol (DTT) tartalmaz. A fehérjék detektalasahoz
UV, UV-VIS vagy diddasoros detektalasi (DAD) mddot alkalmaznak jellemzéen 210-
280 nm hulldmhosszu tartomanyban. Kezdetben a kazeineket és savofehérjéket savas
kicsapassal elvalasztottak (Carles 1986, Visser et al. 1986, Strange et al. 1991, Parris és
Baginski 1991), mert tejfehérjék egyidejii elemzése nem volt alkalmas. A tejfehérjék
egyidejii meghatarozasardl szamoltak be Visser és munkatarsai (1991) kisérleteik soran
a mintapuffer redukaloszerként ureat, 2-merkaptoetanolt és tinatrium-citrat dihidratot
tartalmazott. A f616z0tt tej vizsgalata soran az a-laktalbumint nem sikertilt elvalasztaniuk,

egyitt eludlodott a PB-kazein frakcioval. Groen és munkatarsai (1994) a Visser és
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munkatarsai (1991) altal leirt protokoll szerint vizsgaltak 95 tejmintat, azzal a
kiilonbséggel, hogy redukaloszerként merkaptoetanol helyett ditiotreitolt (DTT)
hasznaltak. Az altaluk leirt modszerrel az a-laktalbumint nem sikertilt elvalasztaniuk a -
laktoglobulin B frakciotol. Emellett ellentétben Visser et al. (1991) altal leirtakkal az o-
laktalbumin nem az asi-kazein és B-kazein kozott eludlddott. Bobe és munkatarsai
(1998/b) szamos mintaeldkészitési protokollt és reagenst vizsgaltak a tejben 1évo fehérjék
elemzésére. A kapott eredmények Gsszhangban voltak Visser et al. (1991) és Groen
(1994) altal leirt eredményekkel, miszerint a mintapufferben alkalmazott redukaldszer
tipusa befolyasolja az a-laktalbumin és f-laktoglobulin retencios idejét. Elsdként Bobe és
munkatdarsai (1998/a) fejlesztett ki egy olyan mintaelékészitési eljarast, amely alkalmas
volt egyidejlleg elvalasztani €s mennyiségileg meghatarozni a f6 fehérje frakciokat.
Kisérleteikhez C18-as oszlopot, puffer oldatban urea helyett guanidin-hidrokloridot,
natrium-citratot és DTT-t alkalmaztak. A detektalasi hullamhossz 220 nm volt. Az altaluk
leirt mintaeldkészitési protokoll €s mérési modszer alkalmas a f6 kazein és savofehérje
frakciok, valamint a k-kazein, B-kazein és P-laktoglobulin genetikai varidnsainak
elvalasztasara 52 perc alatt. Bonfatti és munkatdrsai (2008) a Bobe és munkatdrsai
(1998/a) altal leirt mintaelokészitési protokollal, C8-as oszlop alkalmazasaval és a
mozgo6fazis Osszetételének valtoztatasaval optimalizalt modszer lehetévé teszi f6 fehérje

frakciok mellett a genetikai variansok mennyiségi meghatarozasat is.

KOVETKEZTETESEK

Az egyes tejfehérje frakciok mennyisége és relativ aradnya, bizonyos allélok
eléfordulasa és a kiilonb6z6 a poszttranszlaciés mdodosulasok hatassal lehetnek a tej
fizikai-kémiai, taplalkozasélettani, valamint technoldgiai tulajdonsagaira (Caroli et al.
2009, Amalfitano et al. 2019). Ennél fogva az egyes tejfehéjre frakciok pontos ismerete
nem csak a tejipar, hanem a taplalkozastudomany szdmara is kulcsfontossagt (Bar et al.
2019). Napjainkban a leggyakrabban alkalmazott technikak a tejfehéjrék elvalasztasara
¢és szamszerUsitésére a poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE), kapillaris elektroforézis
(CE) és nagy teljesitményii folyadékkromatografia (HPLC) (Costa et al. 2014).

A felsorolt méréstechnikak midegyikének vannak eldnyei €s hatranyai, egyik modszer
sem nyujt teljes korti informéaciot a tej fehérjefrakcidirdl. Az elektroforetikus modszerek

kozil a poliakrilamid gélen végzett vizsgalatok eldnye, hogy a 6 tejfehérje frakciok
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mellett kisebb fehérje komponensek, valamint, egyes fehérjefrakciok bomlastermékei is
vizsgalhatoak és nincs sziilkség a draga berendezésekre. Hatranya, hogy a tdobbi
modszerhez képest iddigényes és szemikvantitativ meghatarozast tesz lehetévé. Sharma
és munkatarsai (2020) szerint, a poliakrilamid gélen végzett elektroforetikus technikak
koziil az urea-PAGE a kazeinekre, mig nativ-PAGE a savofehérjékre alkalmasabb. A
kazeinek és savofehérjék egyideju elvalasztasra, az SDS-PAGE a legjobb modszer, mivel
az SDS gélek egyszerre képesek elvalasztani mind a kazeineket, mind a savofehérjéket
¢s a brutté molekulatomegiik egyidejlileg is meghatarozhaté.

Anema (2009) eredményei alapjan a mikrofluidika chip technologia egy gyors
alternativa lehet a tejfehérje elvalasztasara és mennyiségi meghatirozasara azonban
hatranya, hogy 6 tejfehérje frakciokra korlatozodik és nem alkalmas az egyes genetikai
variansok elvalasztasara. A forditott fazist kromatografia és kapillaris zonaelektroforézis
hatékony és megbizhato vizsgalati modszer a tej f6 fehérjefrakcidinak és azok genetikai

variansainak meghatarozasara (Heck et al. 2009, Bordin et al. 2001)

QUALITATIVE AND QUANTITATIVE DETERMINATION OF THE MAIN
BOVINE CASEIN AND WHEY PROTEIN FRACTIONS BY
ELECTROPHORETIC TECHNIQUES AND HIGH-PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY
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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 asi-casein, asp-casein, p-

casein, k-casein, a-lactalbumin, B-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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