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a, n Oldott anyag tulajdonsagaitol és hdmérsékletétdl fiiggd allandok [-]
A A membran sziiréfeliilete [m?]

AU Acrbitrary unit — enzimaktivitas (Fluoreszencia intenzitas) [AU/(seug)]
Co Az oldott anyag koncentracidja a fotdmegben [g/dm?]
Cr A koncentracio a permeatumban [g/L] vagy [mol/mq]
Cr A koncentracié a retentatumban [g/L] vagy [mol/m?]
DH Hidrolizis fok — (Degree of hydrolysis) [-]

E Enzim [-]

Et Teljes enzimkoncentracio [-]

ES Intermedier komplex [-]

Es Fajlagos energiafogyasztas [kwh/m?]

d Kapillaris membran atmerdje [m]

GMP Glikomakropeptid

ICso Inhibitor-koncentrécié [mg/mL]

J Sziirletfluxus [L/m?h]

Jp Permeatum sziirletfluxusa [L/m?h]

k Az anyagatadasi egyutthat6 [m/s]

Ks Michaelis Menten allandé [-]

LAB Tejsavbaktériumok — Lactic acid bacteria [-]

MPC Tejfehérje koncentratum /Milk protein concentrate

NF Nanosziirés

N1 Alacsony enzimkoncentracio [g/L]

N2 Kozepes enzimkoncentracio [g/L]

N3 Magas enzimkoncentracié [g/L]

oD Optikai denzités [-]

P Termék [-]

Po Sziirlet nyomadsa [Pa, bar]



pBe

Pki

RFR

Tty

Tp

A stiritmény nyomdsa a modulba valé belépéskor [Pa, bar]
A stritmény nyomasa a modulbdl valo kilépéskor [Pa, bar]
A visszatartas [%]

Recirkulécids térfogataram [L/h]

Gélréteg ellenallasa [1/m]

Hatarréteg ellenallasa [1/m]

Membran ellenéllasa [1/m]

Polarizacios réteg ellenallasa [1/m]

Szubsztrat [-]

A sziirés ideje [h]

Telepképzo egység [TEK/mL]
Transzmembran-nyomaskulonbséeg [Pa, bar]

Adott enzimkoncentracio esetén elérheté maximalis reakciosebesseq [-]
Teérfogatra nézett besiiritési arany [-]

A kiindulési elegy térfogata [L]

A permeatum térfogata [L]

Savdéfehérje koncentratum/ Whey Protein Concentrate [-]
Savdéfehérje izolatum/ Whey Protein Isolates [-]
Retentatum térfogata [L]

Ozmotikus nyomaskilonbség [Pa]
Membran belsd falanal mért nyomas [Pa]
Sziirletben mért nyomas [Pa]

Dinamikai viszkozitas [Pa-s]



1. BEVEZETES

A 21. szazadi tarsadalomban, az élelmiszeripar szamos jelentds valtozason esett at. Az ipari,
gyartasi technoldgidk fejlodésével egyidejliileg az ¢€lelmiszeripari termékek is valtoztak. Az
¢lelmiszerek igazodva a novekvé fogyasztdi tarsadalomhoz, tobbféle formaban jelentek meg.
Korunkban a taplalkozas, az élelmiszerfogyasztds mar nem csak a szlkségletek kielegitését
jelenti, illetve a cél mar tulmutat a szervezetiink mikodéséhez sziikséges alapvetd energia
biztositasan. A 21. szazadi fogyaszto egyre nagyobb figyelmet fordit a tudatos és egészseges
taplalkozésra. Bizonyitott, hogy a helytelen taplalkozés hozzajarul bizonyos betegségek
kialakulasadhoz. Egészséges taplalkozéssal hosszabb és egészségesebb életet élhetiink.

Jelen korunkban nem csak a helytelen téaplalkozas ndvelheti bizonyos betegségek
kialakulasanak esélyét. A 21. szdzadban jelentdsen megnétt az embereket érd stresszhatas
mértéke. A felgyorsult életbol és a dinamikus életvitelb6l hosszitdvon szamos negativ
kovetkezmény  szarmaztathatd. Az  életvitelbdl, életmodbol  szdrmazO  stressz
kovetkezményekent inszomnia €s depresszio alakulhat ki. A depresszid hosszutavu hatasa
szdmos metabolikus zavart idéz el6 a szervezetben. Ilyen metabolikus zavarok kozé tartozik az
elhizas, magas vérnyomas és a sziv és érrendszeri megbetegedések. A metabolikus zavarok
hosszutava jelenléte noveli a szabad gyokok kialakuldsanak a kockazatat, melyek szamos
kronikus betegség kialakulasaban jelent6s Szerepet jatszanak (daganatos betegsegekben,
immunrendszerrel kapcsolatos elvaltozasokban). A szabad gyokok — antioxidans egyensuly
eltolddésa kockazatot rejt magdban. Az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) az endothelsejtek
altal termelt, a vérnyomas szabalyozasaban részt vevé enzim, mely enzim jelenlétében az
angiotenzin | angiotenzin Il-vé alakul, melynek hatdsara né a vérnyomas. Stresszhatas

kovetkeztében az angiotenzin Il fokozza a szabadgyokok termelddését.

Az emlitett metabolikus stresszhatas kovetkeztében kialakulé megbetegedések, eltolodott
szabad gyokok — antioxidans egyensuly helyreallithato, illetve szamos, a szabadgydkok altal
indukalt megbetegedés csokkenthetd bioaktiv peptidek fogyasztasaval. Ezen bioaktiv peptidek
kiilonbozo €lelmiszerek enzimes hidrolizise, fermentacidja révén is eldallithatok. A bioaktiv
peptidek egyik legmeghatarozobb forrasa a tej. Ezen peptidek eléallitasanal figyelembe kell

venni az egyes allergiat okozé anyagok jelenlétét.

Ugyanis, ha valaki allergias az adott ¢lelmiszerre, akkor a beldle eldallitott bioaktiv peptid is

kivalthatja a kdros immunvalaszt, melynek elkeriilése 1étfontossagu.

1



Korunk népbetegsége az allergia, melynek szamos tipusa és fajtaja ismert. Az allergia az
immunrendszer talérzékenységi reakcidéja egy adott komponensre. Az Amerikai
Gasztroenteroldgiai Egyesulet szerint a leggyakoribb élelmiszerintoleranciakat a buza és egyéb,
glutént tartalmazé gabonafélék, a tehentej és a beldle késziilt tejtermékek, valamint a kukorica
alapu termeékek okozzak. A tej allergia, a tejben 1évo fehérjékre adott ellenreakcio. A fehérjék

allergenitasa nagymértékben fiigg a fehérjék Gsszetételébol és azok felépitésébol.

A bioaktiv peptidek eldallitdsanak egyik kulcs technoldgidja a hidrolizis. A savas vagy enzimes
hidrolizis hatasara, a fehérjelancok specifikusan, az adott enzimre jellemzden felhasadnak,
melynek hatasara térbeli konformaciojuk megvaltozik, molekulatémegik csokken. A fehérjék
molekulatomegének csokkenésével, csokken az adott fehérje allergenitdsa. A hipoallergén

peptidek eldallitdsa egy 01j piaci szegmenst nyithat meg a fogyasztok szamara.

Kutaté munkdm soran célom olyan bioaktiv peptidek eldallitasa (membransziirés, enzimes
hidrolizis és fermentacié Ujdonsagnak szamitd, komplex alkalmazésaval), melyek névelt
antioxidans tartalmukkal, angiotenzin-konvertalo enzim (ACE) gatlo hatassal, antimikrobialis
és hipoallergén tulajdonsaggal rendelkeznek. Az élelmiszeripar és a biotechnoldgia terén is
szdmos lehetdség kinalkozik a bioaktiv peptidek alkalmazasara. Az igy eldallitott bioaktiv
peptidek természetes adalékanyagként ndvelhetik mas termékek funkcionalis tulajdonsagait,

alkalmazasukkal bizonyos megbetegedések kockazatanak esélye csokkenthetd.

Célkituzések

A 21. szazadban a valtozo életvitelb6l adédoan tobb, az egészségre is artalmas kihivassal kell
megbirkoznia az embereknek, melyek kozil a leggyakoribb probléma a stressz. A stresszhatas
novekvd mértéke szamos metabolikus szindrémanak a kialakulasdhoz vezet. A metabolikus
szindréma olyan biokémiai, fiziologiai és klinikai rendellenességek csoportja, amely szdmos
egészségugyi kockazatot, mint példaul sziv- és érrendszeri betegségek, elhizas, cukorbetegség

kialakulasanak esélyét novelik.

Kutatdsi munkdm soran célom bioaktiv peptidek eldallitisa tehéntejbél membransziirés,
enzimes hidrolizis és fermentacio (tejsavas) kombinalt alkalmazasaval. A tripszinnel végzett
enzimes hidrolizis soran a fehérjék immunreaktivitdsanak csokkenését varom, mely a hidrolizis

soran bekovetkezé molekulatomeg csokkenése kdvetkeztében 1ép fel.

Az eléallitott bioaktiv peptidek magas vérnyomas kialakulasa elleni, antimikrobas, antioxidans,
immunrendszer-erdsitd és fajdalomcsillapito hatassal rendelkeznek.
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A bioaktiv peptidek eldallitasa soran, az alabbi célokat tliztem ki a kutatasom soran:

e Szakirodalmi forrasok attekintése a bioaktiv peptidek eldallitdsdnak
technoldgidjarol, illetve a szervezetre gyakorolt pozitiv élettani hatésairdl.

e Az optimalis membransziirési paraméterek meghatarozasa laboratoriumi
kortlmeények kdzott 2P-n kisérletterv szerint az elérhet6 legnagyobb fluxus érték
és energetikai hatékonysag, mint fggetlen valtozok vizsgalata szempontjabol.

e Statisztikai probak elvégzése SPSS 25.0 programmal, tovdbba az egyes
analitikai vizsgalatok soran kapott eredmények 6sszehasonlitdsa Tukey-féle
Post Hoc teszt alkalmazasaval. A Post Hoc teszt soran vizsgélom tovabba az
egyes csoportok kozotti szignifikans kapcsolatok meglétét.

e A kiilonbozé enzimkoncentracids beallitasokon végzett hidrolizis hatésanak
vizsgélata a tejfehérjék allergenitasara.

e A membranszilirés sordn eldallitott nanosziirt tejfehérjestiritmény enzimes
hidrolizisét kovetden a peptidek (dipeptid, tripeptid, oligopeptid) eloszlaséban
bekovetkezd valtozdsok nyomonkdvetése.

o Az eléallitott tejfehérjesiiritmény és hidrolizatum fermentacidja Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus és Streptococcus thermophilus starter kultiraval
gluk6z hozzaadasa mellett.

e Analitikai vizsgalatok elvégzése

o A vizsgalatok alapanyagaként szolgalé UHT tej, tejfehérjesiiritmény és
kiilonb6z6 enzimkoncentracion kezelt fermentalt mintak antioxidans
tartalmanak vizsgalata FRAP és DPPH mddszerrel.

o Natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gelelektroforézis (SDS-PAGE)
vizsgalat elvégzése a fehérjeeloszlashan bekovetkezd valtozasok
nyomonkdovetése erdekében.

o A vizsgalatok alapanyagaként szolgald6 UHT tej, tejfehérjesiiritmény és
kiilonb6z6é enzimkoncentracion kezelt fermentalt mintdk esetében a
fehérjekoncentracié meghatarozéasa Bradford mddszerrel.

o Ontott gélen elvalasztott fehérjék immunblottjanak elvégzése és az

eldallitott fehérjek allergenitasanak vizsgalata.



o Angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) gatlo hatdsanak vizsgalata
spektrofotometrias modszerrel az eldallitott bioaktiv peptidek esetében,
tovabba a Ks és Vmax értékek meghatarozasa nem linearis regresszio
alkalmazasaval.

o Az UHT tej, illetve az enzimkezelt mintdk antimikrobas hatasanak

vizsgalata Bacillus cereus és Staphylococcus aureus torzsekkel szemben.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1Funkcionalis élelmiszerek

A 20. szazad elején, az élelmiszerek tdpanyag 0sszetétele és azok egészségre gyakorolt hatasa
merdben eltérd trendet mutatott a jelen korhoz képest. A korai idékben az ¢lelmiszereknek,
azok tapanyag Osszetételének a célja az alapvetd anyagcsere és mitkddési mechanizmusok
kielégitése volt. A Il. Vilaghaborl utén, az egyes orszagokban tapasztalt gazdasagi novekedés
hatdsara az élelmiszerfogyasztas hedonista mdédon valtozott. Az akkori taplalkozastudomanyi
szakért6k felismerték, hogy bizonyos ¢élelmiszerek talzott mértékii fogyasztisa szdmos

egészségugyi probléméhoz vezet.

A 21. szazadra jelentds valtozdson ment keresztiil az élelmiszeripar és a taplalkozastudomany.
Elétérbe keriiltek az olyan ¢lelmiszerek iranti igények, melyek mar nemcsak a tdpanyagbevitelt
helyezték prioritdsba. A mai korban egyre fontosabba valt az egészség megdrzése, illetve az
olyan 0Osszetevovel rendelkezd élelmiszerek fogyasztdsa, melyek bizonyos betegségek
kialakulasanak a kockéazatat csokkentik. Szamos kutatds foglalkozik a mai napig is az
egészségmegdrzd vagy azt tamogatd ¢lelmiszerek mas néven ,,Funkciondlis élelmiszerek”
tertletének a fejlesztésével. Jo példa volt erre a sajtfeldolgozas soran keletkez6 savo, mely
sokaig hulladékként kezelés nélkil kertlt elvezetésre. A 21. szdzad elején felfedeztek a savoban
rejlo lehetdségeket, ugyanis szamos bioaktiv peptidet és fehérjét tartalmaz, mely egészségveédod
hatasuk révén nagymértékben hozzajarulnak az uj élelmiszerek kifejlesztéséhez [NAIK, 2012].
A betegségek megelGzése, az egészség fenntartasa sokkal fontosabba valt ,mint a mar kialakult
betegség kezelése. Tovabba azzal hogy a betegségek megeldzése valt a f0 iranyvonalla,

csokkenthetdek az egészségiigyi koltségek [DOYON ¢s LABRECQUE, 2008].

A funkcionalis élelmiszereknek szamos definicidja keriilt meghatarozasra az évek alatt. Minden
fogalmi meghatarozas egyezik abban, hogy a funkcionalis élelmiszerek olyan termékek,
melyekben egy vagy tobb olyan Osszetevd/komponens taldlhatd, melyek esetében
tudomanyosan bizonyitott, hogy az egészségre pozitiv hatast fejtenek ki, illetve csokkentik
bizonyos betegsegek kialakulasanak kockazatat [DUDEJA és GUPTA, 2017].



Mivel ezeket az Osszetevoket természetes alapanyagokbol kell eldallitani, ebbdl adoddan
clballitasa és hatékonysaganak felismerése érdekében. Ez a kutatasi tevékenység bioldgiai
technologiakat alkalmazhat modositott vagy ij 6sszetevék eldallitasara [GUINE et al., 2020].
A funkcionalis élelmiszereknek harom tovabbi feltételnek is meg kell felelnilik, melyek a
kovetkezok: a funkcionalis ¢élelmiszer dusitott Osszetevéje természetes alapanyagbdl
szarmazzon, legyen fogyaszthatd a napi étrend részeként vagy annak kiegészitéseként, illetve
fogyasztasuk pozitiv hatast fejtsen ki egy bizonyos biol6giai funkciora [RINCON-LEON,
2003].

Funkcionalis élelmiszerré otféleképpen valhat egy élelmiszer, melynek egyik mddja az, ha
csokkentjiik vagy eltavolitjuk azon komponenst, melyrél ismert vagy bizonyitott hogy
fogyasztasakor karos hatast valt ki (allergén fehérje). Funkciondlis élelmiszernek hivhatjuk
azon élelmiszerek csoportjat is, melyben egy mar meglévé komponensnek a mennyiségét
noveljiik (dsvanyi anyagok, vitaminok). Szintén funkcionalissa tehetd az adott termék, ha egy
olyan komponenst adnak hozzad, amely alapvetéen nem tartozik az Osszetevok kozé
(makrotapanyag, mikrotapanyag), azonban jotékony hatasa bizonyitott. Helyettesithet6 tovabba
azon Osszetevl, melynek napi bevitele talzottan magas egy olyan komponensre melynek az
ajanlott napi bevitele nem ¢éri el az eldirt értéket. Az 6todik mod esetében, valamely 6sszetevo
biologiai hozzaférhetéségének vagy stabilitasanak novelése a cel, az adott termek
betegségkockazati potencialjanak csokkentésének az érdekében. Az alabbi pontokra tovabbi
példak lathatdak az 1. tablazatban [HENRY, 2010].

1. téblazat: Funkcionalis élelmiszerek csoportjai [HENRY, 2010]

Kategoria Elelmiszeripari példa
Alap élelmiszer Sargarépa (B-karotin tartalom)
Feldolgozott élelmiszer Magas zab és korpa tartalmu gabonafélék
Hozzéaadott értékkel rendelkez6 élelmiszerek Kéalciummal dusitott gyumolcslevek
Maodositott élelmiszerek Paradicsom novelt likopin tartalommal




MATHUR és SHAHANI 1979-¢s kutatéi munkaja soran bebizonyitotta, hogy a csecsemék
szamara késziilt tapszerek, melyek tehéntejbdl késziilnek jelentds mértékben befolyasoljak a
csecsemOk szervi funkciot. Az Ujsziilottek fejletlen szervi funkciokkal sziiletnek, ami
kilénosen igaz a vesékre és a belekre, igy a szervezetiik az elsé harom honapban kiilonleges
taplalkozasi igéenyeket kovetel. A tehéntejjel valo taplalas tdlzottan megvéltoztatja a
a csecsemoOtapszerekbe bizonyos mennyiségii savot kevernek (60 : 40 — kazein : sav0), az igy
eldallitott termék mar megegyezd Osszetételiivé valik az anyatejhez.

A csecsemd tapszerek kifejlesztésénél kiemelten fontos hogy az eldallitott termék minél jobban
hasonlitson az anyatej 0sszetételéhez. A mai tapszerek alapjat a tehéntej kepezi, melynek
Osszetétele, a benne 1év0 fehérjéknek az aranya eltér az anyatejétél. Mig az anyatej
fehérjetartalma 9 — 11 g/L, a tpszerek esetében ez altalaban 15 g/L kdzotti értéket képvisel. A
csecsemOk esetében a tulzott fehérjebevitel metabolikus zavarok kialakuldsdhoz vezethet,
tobbek kozott ndveli a tejfehérje allergia kialakuldsanak a kockazatat. Hogy, a fehérje allergia
mértékét csokkentsék, az eldallitasra keriilu tapszerek esetében megvaltoztatjak a feherjék
aranyat. A tehéntejbol eléallitott tapszerek B-laktoglobulin tartalma 3 — 4 g/L, mig az anyatejben
ez a fehérje nincs jelen. Csecsemék esetében a B-laktoglobulint tartjak a tejfehérje allergia
kialakulasanak f6 okaként, ezért ezen komponens csokkentése kiemelten fontos. Az
allergénmentes csecsemé tapszerek kifejlesztése soran az a-laktalbumin aranyat névelik, mig a
B-laktoglobulint csokkentik. WAZED és FRAID 2019-es kutatasa soran a csecsemo tapszerek
kombindlt hd (HTST) és nagynyomasu (HPP) kezelésének kdszonhetden sikeriilt egy ndvelt a-
laktalbumin tartalmu terméket eldallitani a kontorll mintdkhoz képest.A kontroll minta esetében
a 20%-os a-laktalbumin tartalom, a 40 °C-os hokezelés, 600 MPA nagynyomasu kezelés
hatasara kozel 70%-ra nétt. Kutatasuk soran megallapithatd hogy a kombinalt kezelés
elénypsen valtoztatja meg az allergén fehérje Osszetételét, mely alapjat képezi a jovObeni

allergénmentes tapszerek eléallitaisanak [WAZED ¢és FRAID 2019].

Savofehérje koncentratum és savofehérje izolatumok alkalmazasa a joghurt gyartasnal is
megfigyelhetd, ugyanis alkalmazéasukkal javul a termék textirdja, ndvelve a termék
viszkozitasat és stabilitasat. Emellett a savéfehérje koncentratumok és savéfehérje izolatumok

alkalmazasaval a joghurt allaga krémesebb és lagyabb lesz [KROLCZYK et al., 2016].



A probiotikus joghurtok funkcionalis tulajdonsagai a hagyomanyos joghurtokéhoz képest
magasabb, tovabba étrendkiegészitéként is fogyaszthatdéak. A probiotikus kultaraval torténd
fermentacio hatasara, a terméknek né az eltarthatosagi ideje, illetve javulnak az érzekszervi
tulajdonsagai. A fermentacidé tovabbi elénye, hogy a probiotikus torzsek hatasara (L.
bulgaricus, S. thermophilus) csokken a koleszterinszint, javul az asvanyi anyagok felszivodasa
és csokken a rdkos megbetegedések kialakuldsanak a kockazata [YERLIKAYA, 2014].

2.2 Tej torténelmi hattere

Az utols6 jégkorszak/eljegesedési iddszak utan, az éghajlati koriilmények valtozasaval lehetove
valt a mezdgazdasagi termelés elterjedése, mellyel egyiitt az allattenyésztés és allattartds is
egyre szélesebb korben terjedt el. Az allattartas eleinte, leginkabb az allandd husellatéas céljat

szolgalta, ez volt az elsddleges szempont a korai iddszakban.

Megkozelitbleg a bronzkor elején tortént valtozast nevezi a kor ,maésodlagos
termékforradalomként”, melyben az allattartas mar nem csak husellatast részesitette elonyben,
hanem mar el6étérbe keriilt a tej, gyapju €s vonderd szerepe. A tejfogyasztas térhoditasaval
egyidejiileg a taplalkozasi szokasok is jelentds valtozason mentek keresztiil. Oseink esetében is

akik a Karpat-Medencében letelepedtek mar megfigyelhetd volt a tej fogyasztas.

Az oOkori Gorogorszagban és Romaban példaul a savot gyogyaszatban is elterjedten
alkalmaztak, szdmos erre specializalodott intézmény épult ahova a gydgyulni vagyd okori
gorogok és romaiak is jartak kilonféle kezelésekre. Azonban a savé mint gyogyaszati modszer
elterjedésének gatat szabott, a savd gyorsiitemti romlasa [HOMONNAY és KONCZ, 2005].

A torténelem soran az egyik legkorabban és egyben legszélesebb kdrben elterjedt élelemforras
a tej és tejtermékek voltak. A tej torténelme rendkivil szertedgazd, szd&mos nép €s
népcsoportban volt jelent a tej.

A taplalkozas kulturaban jelentds szerepet képviseltek a tej és tejtermékek, szamos irdsos emlék
maradt fenn mar a korai id6kbol a kiilonféle allatok tejének jotékony hatassal bird
fogyasztasarol. A tej és tejtermékek termelésének jelentds része az Eurdpai Unidban (163 millio

tonna) és Indidban zajlik (200 millié tonna).

Altalanossagban elmondhat6, hogy a tejfogyasztas 85 %-at a tehéntej teszi ki, ez az arany
leginkébb az elmult évszazadok soran alakult ki. Az ipari tejtermelés és az abbol eldallitott

szamos tejtermék jelentés mértékben tehéntejbdl keriil feldolgozasra, eléallitasra [SURANYI,

2015].



2.3Tej Osszetétele

Doktori munkam soran tehéntejjel dolgoztam. Az alabbi fejezetben a tej dsszetételét,illetve az
egyes Osszetevok mennyiségét és aranyat, tovabba ezen komponensek jelentéségét mutatom
be. Altalanosan, a mindennapi életben tejen csak a tehéntejet értjiik. Tejtipustol fiiggéen az
egyes komponensek mennyisége valtozhat. A tej kedvez6 aranyban tartalmazza a kiilonb6z6
bioaktiv komponenseket, fehérjéket, szénhidratokat, zsirokat és kulonféle vitaminokat, illetve
asvanyi anyagokat. A tejben ezen GsszetevOk aranya kis mértékben ugyan, de valtozhat. A
kulonféle hazillatok tejének az dsszetételét a 2. tdblazat, a tej 6sszetételét az 1. dbra mutatja be

[ANTAL, 2013].

Az éllati eredetii ¢lelmiszerek fogyasztasa kiemelten fontos, mivel ezen termékcsoportokban

talalhatdak meg az emberi szervezet szaméara nélkiilozhetetlen esszencialis aminosavak és

egyéb mas Osszetevok [JENNESS, 1988].

2. tablazat: Kiilonbozé allatok tejének Ssszetétele [%] [BIRO, 2014]

Allatfaj Tejzsir Fehérje Tejcukor Hamu | Szarazanyag
[%] [%] [%] [%] [%]
Tehén 3,9 3,5 4,7 0,7 12,8
Bivaly 8,0 4,2 4,9 0,8 17,8
Kecske 3,9 3,6 4,7 0,8 13,0
Juh 6,9 6,0 4,9 0,9 18,7
Kanca 1,2 2,0 5,8 0,4 9,4
Koca 5,6 6,3 4.2 1,1 17,1
Majom 3,9 2,1 5,9 0,3 12,2
Anyatej 3,7 1,8 6,8 0,3 12,6




Szarazanyag
13%

Hamu/asvanyi
anyagok
6%

Laktoz
37%

Fehérje
27%
Zsir
30%

Savofehérjék
20%

Kazeinfehérj
ék
80%

1. abra: A tej dsszetétele, viz - szarazanyag tartalom (A), bioaktiv komponensek (B) és

kazein - savéfehérjék megoszlasa alapjan (C) [ANTAL, 2013]
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A tej dsszetételét, az egyes komponensek szerint tébb csoportra oszthatjuk fel. Ahogyan az 1-
es abran (A) lathatd, a tej 87 %-a viz, 13 %-a szarazanyag, ezen belll a tej Osszetételét
feloszthatjuk a benne taldlhatd bioaktiv komponensek szerint (B), mely esetben a fehérjék,
laktdz, zsir és hamu aranya 27, - 37, - 30,- és 6%. A fehérjéket tovabbi két nagyobb csoportra
oszthatjuk fel (C), melynek jelentds részét, mintegy 80%-at kazeinek (a-, B-, y- s k-frakciok)
és 20%-at savofehérjék (a-laktalouminok, B-laktoglobulinok, immunglobulinok) alkotjak. A
tejben taldlhatdé oldott anyagok &sszetételének %-os értékei szérazanyag tartalomra

vonatkoztatva kertltek bemutatasra.
2.3.1 Viz

A tej esetében attol fliiggéen hogy melyik allatfajtol szarmazik, a tej viztartalma 70-90% kozotti
értékre tehet6. Ezt a vizmennyiséget a tejmirigy szekrécios sejtjei altal szintetizalt

laktdzmennyiség szabalyozza.

A tejtermékekben a viz kiilonféle modokon képes kotddni, a viz kotési modjai koziil
megkulonbdztetiink, mechanikai, kémiai és fiziko-kémiai kotési forméat. Mechanikailag kotott
viz esetében, a viz kapillaris nedvességként vagy egyszeriien nedvesitési vizként van jelen.
Ezek kozll a leggyengébb kotési forma a nedvesitési viz, ahol a vizmolekulak adhézids kotéssel
kapcsolodnak. A kémiai kotés az egyik leger6sebb kotési forma, ugyanis ebben az esetben viz

a hidratalt anyaghoz fovegyértékkel vagy mellékvegyértékkel kapcsolddik.

A fiziko-kémiailag kotott viz fordul el6 leggyakrabban a harom kétési forma kozil. Ebben az
esetben a viz mennyisége a koriilmények valtozasatol fiiggben valtozhatnak, mely szerint a viz,

a szarazanyaghoz 0zmazisos vagy pedig adhézios kotéssel kapcsolddhat.

Az ¢élelmiszeripari technologiakban altaldban elegendd, ha szabad és a kotott viz mennyiségét
ismerjik. A tejtermékeknek a viztartalmat, a vizaktivitdssal fejezik ki, mely adott

hémeérsékleten mért egyensulyi relativ paratartalom része.

A vizaktivitas ertéke 0 és 1 kozotti érték lehet. A vizaktivitas ertéke annal kisebb minél nagyobb
a kotott viz aranya az adott élelmiszerben [CSAPO és CSAPONE, 2002].
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2.3.2 Szénhidratok

A tej szénhidrattartalma a legtobb élelmiszerhez képest elenyészden kicsinek szamit, ugyanis a

tej szénhidrattartalma az 6sszes energidnak minddsszesen csak a 30%-at teszi ki.

A tejcukor (laktdz) lebontasat a laktaz enzim végzi, melynek megfeleld aktivitisa esetén
kedvezé hatast fejt ki a gyomor és bélrendszerre. A tejfogyasztas térhdditasa szoros
kapcsolatban allt a laktoz emészthetdségével, ugyanis a laktdz enzim hidnyaban, a szervezet
nem képes lebontani a laktdzt, melynek hatéséra zavar tamad az emeésztési folyamatban. A
tejcukornak és a laktdz enzimnek rendkiviil fontos szerepe van csecsemdkorban, ugyanis
segitségével alakul ki a bélrendszer megfeleld mikrofloraja, a megtelepedd
tejsavbaktériumoknak kdszonhetéen. SLAVIN és CARLSON (2014)-es kutatdsa alapjan
lathato, hogy a napi kaloriabevitel 55 — 60 %-at kilonféle szénhidratoknak javasolt alkotnia. A
tej f6 szénhidratforrasa a laktoz, egy D-galaktoz és egy D-glukoz molekuldbol épul fel mely
rendelkezik egy béta-galaktozid 1,4-kotéssel (amelyet a béta-galaktozidaz hidrolizal), ezért ez
egy 4-D-gllkopiranozil-béta-D-galaktopirandz. A tejcukor lebomlasa soran keletkezé Galaktoz
szamos kutatas alapjan jotékony hatast fejt ki az agyszovet fejlodésére. A laktoz koncentrécidja
a tejben 4,6-5%, mely érték csak minimalisan valtozik példaul az ellés utan [CSAPO és
CSAPONE, 2002; COELHO et al., 2015; CHIURAZZI et al., 2021].

A laktoz édesitd hatasa sokkal kisebb mint a gliikk6z¢€, ha a szacharoz édesitd hatdsat tekintjiik
100%-nak akkor a lakt6zé mindosszesen 27-39% kdzotti. Tejsavbaktériumok a laktdzt
szubsztratként hasznaljak fel a fermentacié soran, melynek fontos szerepe van az erjesztett
termékek eldallitdsaban, mint példdul a joghurtban vagy a kiilonféle sajtokban. A termelt tejsav
mennyisége szamos tényezOtol fligg: a tejsavbaktérium torzsek fajtajatol, szubsztrat
mennyiségétol, illetve a fermentacio kornyezeti paramétereit6l (hémérséklet, pH) [MOURAD

etal., 2014].

2.3.3 Feheérjék

A tejfehérjék két nagy frakciora bonthatoak, kazeinekre és savofehérjékre melyeket a kovetkezd
alfejezetekben — 2.3.3.1, 2.3.3.2 mutatok be. Osszetételiik és tulajdonsagaik alapjan
kiilonbozéek, azonban kiemelt szerepik van taplalkozas-élettani szempontbdl a bennik
talalhatd aminosavak 1évén. A fehérjék az ¢él6szovetek épitékovei. A tehéntej atlagos
fehérjetartalma 3,4 — 3,5 %, mig a tej valddi fehérjetartalmat, az 6sszes fehérjetartalom és a tej

nem-fehérje nitrogén (NPN) kiilonbségébdl kapjuk meg, ez az érték atlagosan 3,45 %.

12



A tej 6sszes nitrogéntartalmanak az 5 %-a, nem-fehérje alapu nitrogén, mint példaul a

karbamid, kreatinin és a szabad aminosavak.

A tej nem-fehérje nitrogén, vagy mas néven Non-protein Nitrogen (NPN) tartalma, viszonylag
tdg hatarok kozott mozoghat a tejben, ami atlagosan 0,015 - 0,05 % kozott valtozik. Ez a
viszonylag tdg hatar, a tej karbamid tartalménak kdszonhetd, ugyanis a tej karbamid szintje

nagymeértékben fligg a vér karbamid szintjétol.

A tejfehérjék tartalmazzadk az emberi szervezet szamara nélkilozhetetlen aminosavakat és
olyan esszencialis komponenseket, melyeket szervezetiink nem képes énmagaban szintetizalni.
Ilyen esszencidlis aminosavak kozé tartozik a lizin, leucin, valin, treonin és metionin.
Mennyiséguk az egyes tejtipusok kozott minimalis eltérést mutat. A tehéntejben az esszencialis
aminosavak kozul a lizin és a leucin (108+2,30 mg/g) van jelen a legnagyobb mennyiségben,
majd ezt koveti a tevetej melyben (96+2,20 mg/g) az aminosav mennyisége. A tejfehérjék
Osszetetele hasonlo a tojasfehérjék dsszetételével, kivéve a metionin és a cisztein mennyiséget,
amely lényegesen alacsonyabb [CSAPO és CSAPONE, 2002; RAFIQ et al., 2015].

A tejben talalhato fehérjéket tobb szempont szerint is lehet kategorizalni, ilyen szempontok az
adott fehérje bioldgiai aktivitasa, illetve kémiai és fizikai tulajdonsaga/karakterisztikaja. A

tejfehérjék modern nevezéktanat a 3. tablazat mutatja be.
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3. tablazat: Tejfehérjék és azok koncentracioja a tejben (%) [CSAPO és CSAPONE, 2002]

Szazalék a Szazalék a kazeinben, illetve
tejfehérjében savofehérjében
Fehérjefrakcio Variansok atlag <z&lsdértekek atlag o )
(%) sz¢lsoértekek (%)
(%) (%)
Kazein 80,4 76-86 100
as-kazein ABCD 435 35-63 54,2 48-60
x-kazein A B 10,7 8-15 13,3 721
Al, A2, A3, B, Bz,
pB-kazein (Bl),C,D,E | 242 19-35 30,1 26-40
y-kazein AL A2,A3,B | 20 1-3 25 2-4
Savéfehérje 19,7 1424 100
Szérumalbumin 0,9 0,5-1,3 4,6 2-8
p-laktoglobulin | A, B, C, D, Dr 9,6 7-14 48,7 44-59
a-laktalbumin AB,C 3,7 2-5 18,8 17-22
Globulinok 19G, IgM, IgA 2,2 14 11,2 8-17
Protedz-pepton 4 frakcio 33 2-6 16,8 10-19

2.3.3.1 Kazeinek

Ahogyan az a tablazatban bemutatott adatokbol is latszik, a kazeinek a legnagyobb
mennyiségben jelenlévé fehérjecsoport a tejben, ardnya mintegy 80 %. Az egyes kazein
frakciokat (ast, as2, B és k) kiillonb6zé molekulatomeg, aminosav-0sszetétel, foszfortartalom és
izo-elektromos pont jellemzi. A kazeinek az egymassal valo keresztkdtések révén, micellakat,
aggregatumokat képeznek, melynek aranya a micellan beldl allando érteket képvisel, rendre as;
-37,as2- 37, B - 13, k - 13%. A micellak szerkezetiiket tekintve, egy kdzponti hidrofob és egy
kiils6 hidrofil részbdl allnak, mely biztositja a fehérjék kalcium megkotd képességét. A kazein
fehérjék hidratalt, negyedleges szerkezettel rendelkeznek, melynek a felhasadasa/lebontéasa

kiilonféle protedzok hatasara jelentdsen csokkenti az adott kazein frakcid allergénhatasat
[CSAPO és CSAPONE, 2002].

Egyre tobb olyan tanulmany készil, amelyek a tehéntejbdl szarmazé fehérjék vagy peptidek
anyagcserére gyakorolt hatasait értékelik/vizsgaljak. Ezen tanulmanyok és kutatdsok
fokuszpontjaban a fehérjék allnak, melyek képesek a testsuly kontroll fenntartdsaban a

jollakottsag érzésenck fokozasaval. Ennek a tulajdonsaganak koszonhetéen mérsékelhetéek az
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elhizasbdl adodo negativ egészségiigyi hatdsok. A tejfehérjek az izomfehérje-szintézisek
stimulalasa réven novelik a vaz és az izomzat tomegét. A tejfehérjékbdl szarmazo peptidek
aktiv szerepet toltenek be a szervezet vérnyomasanak a szabalyozésaban, az angiotenzin-
konvertald enzim (ACE) termelésének a géatlasdval. Az ACE Kkatalizélja az angiotenzin |
atalakulasat angiotenzin Il-vé, melynek hatdsdra az erek Osszesziikiilnek és novelik a
vérnyoméast [MCGREGOR és POPPITT, 2013].

A tejfehérjefrakciokat élelmiszeripari technoldgidktol, illetve felhasznalasuktol fiiggden
kiilonbozo termékek eldallitasara hasznaljak, azokbol kiilon féle fehérje koncentratumokat
allitanak eld. Ilyen koncentratumok kozé tartoznak a tejfehérje koncentratumok (MPC — Milk
Protein Concentrate) és a savéfehérje koncentratumok (WPC — Whey Protein Concentrate). Az
MPC, ultrasziirt (UF) f616z06tt tejbdl kertil eldallitasra. Az MPC-ben a tejfehérje nativ kazein és

tejsavd formajaban van jelen, olyan aranyban, mint a tejben.
2.3.3.2 Tejsavo

Savonak nevezzilk, azt a folyadékot, amelyet az alvadék szilard fazisatol valasztanak el, szine
zbldessarga arnyalatu, semleges illatd, ize enyhén savanykas. Fontos megjegyezni, hogy a
sajtgyartas fajtajatol fliggden kétféle savot is megkiilonboztetiink egymastol. A sajtgyartas
sorén édes vagy savanyl savl keletkezik. A savanyl vagy édes savonak a kialakulasa a
sajtgyartas jellegét6l fligg, pontosabban attdl hogy a savé alvadéktdl valo elvalasztasa milyen
pH értéken torténik. Edes tejsavo leginkabb a kemény és félkemény sajtok készitésekor
keletkeznek, ellenben a savanyu savo akkor keletkezik mikor taro, kazein vagy friss sajt kertl
elallitasra [SZAKALY, 2001].

A 4. tablazatban lathaté az édes és savanyu tejsavd dsszetétele illetve komponenseinek az

aranya.
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4. Tablazat: Tejsavo dsszetevdi (%) [GASPAR, 2016]

Savanyu
Osszetevok Edes sav savo
Osszes szarazanyag
[%] 5,4-6,35 5,6-6,7
Tejcukor (laktdz [%] 4,1-5,0 3,8-4,6
Osszes fehérje [%] 0,8-1,0 0,8-1,0
Savdéfehérjék [%] 0,6-0,7 0,6-0,7
Tejzsir [%] 0,2 0,2
Asvanyi anyagok [%] 0,5-0,6 0,50-0,85
nyomokban, max.
Tejsav [%] 0,1 0,8-ig
pH 5,6-6,5 4,35-5,1
Vezetoképesseg
[mS/cm] 4,7-6,4 8,4

A mellékelt tablazat adataibol jol latszik, hogy a tejsavo Osszetételének a jelentds részét a
tejcukor (laktdz) teszi ki. Laktdéz mellett, nyomokban tejzsirt és avanyi anyagokat is tartalmaz,
tovabba a savo jelent6s vitamin tartalommal rendelkezik. Az édes és savanyu savo 0sszetétele
hasonlo, megkdzelitdleg ugyanannyi fehérjét és laktozt tartalmaznak, azonban pH értékiik és

vezetképességiik eltéro.

Mig az édes sav0 esetében a pH értéek 6 koril mozog, a savanyu savl esetében ez az érték
maximum 5,1 lehet. Azonban a savanyt savo vezetdképessége megkozelitdleg kétszerese az
édes savOénak. A tejsavd szamos bioldgiailag aktiv fehérjét és peptidet tartalmaz, melyeknek
az egészsegre gyakorolt pozitiv hatdsa mar szamos kutatadsban bizonyitast nyert. Az alébbi
élettani hatasok nyertek bizonyitast szamos klinikai vizsgalat és kutatas soran: rakellenes hatas,
antimikrobidalis hatas, fokozott inzulin termelés, vér koleszterin szintjének a szabalyozasa,
illetve memoria javito hatas [GASPAR, 2016; PARK és NAM 2015; MOHANTY et al., 2016].

A tehéntej fehérjetartalméanak 20 %-at a tejsavofehérjek alkotjak. A savofehérje foleg B—
laktoglobulint (50 %) és a—laktalbumint tartalmaz, a maradék pedig marhaszérum-albumin,
immunglobulinok és protedz-peptonok csoportja. A savofeherjék legnagyobb mennyiségben a
sajt-, tard-, es a kazein eldallitas melléktermékeként keletkeznek, melyet az élelmiszeripar
szamos mas termék eldallitdsahoz felhaszndl mint alapanyagot. Ilyen termékek a kiilonféle
tejsavoporok, tejsavé koncentratumok (WPC — Whey Protein Concentrate) és savdfehérje

izolatumok (WPI — Whey Protein Isolates).
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A savo frakcid elvalasztasa utan, a savot ultraszirés és szaritas alkalmazasa mellett siritik,
melynek kdvetkeztében a végtermék 25-80 %-o0s savofehérje tartalommal rendelkezik majd
[HUFFMAN és HARPER, 1999; KILARA és VAGHELA, 2018].

A magas hémérsékleten végzett kezelés hatdsara, a Maillard reakcid kovetkeztében a tejben
1év6 fehérjék mérete és térszerkezete is megvaltozik. A tejben 1év6 fehérjék térszerkezetének
magas hémérsékleten torténd valtozasat szamos kutatas bizonyitotta, ilyen példaul RELKIN és
MULVIHILL, (1996)-0s munkaja melyben a tejsavd fehérjék szerkezetét vizsgaltak.
Megallapitast nyert, hogy amennyiben a homérsékletet 80 °C folé emeljik, a savofeherjék
tercier szerkezete felbomlik/felhasad [PENFIELD és CAMPBELL, 1990; RELKIN, és
MULVIHILL, 1996]. Gélelektroforézissel (SDS-PAGE) végzett vizsgalatok soran szintén
megfigyelhetd a tejsavo fehérjék (a-laktalbumin, B-laktoglobulin) 80 °C fol6tti denaturacioja,
mely vizsgalat alapjan az is lathaté hogy az a-laktalbumin denaturdcidja gyorsabb mint a j3-
laktoglobuliné. A tejsavofehérjék hoérzékenységét elésegiti hogy a koztiik 1évo diszulfid hid
kotések gyengének tekinthetéek, konnyen felhasadnak magas homérséklet hatasara [LEE és
HONG, 2003].

A tejsavofehérjék azon csoportja, melyek rendelkeznek a tiolokra jellemzd szulfthidrilcsoporttal
(R - SH) képesek mas fehérjékhez kovalens kotéssel kapcsoldodni, ebbdl adddoan a
szarvasmarha szérum albumin és B-laktoglobulin, valamint a kazeinek a hékezelés hatasara
osszekapcsolodhatnak. Azonban az o-laktaloumin nem tartalmaz -SH csoportot, ennek
kovetkeztében csak P-laktoglobulin jelenlétében képes micella komplexek Kkialakitisara
[DALGLEISH, 1990; SAWYER, 1969; MORR, és HA, 1993].

2.3.4 Zsirok

A tej zsirtartalma képezi az energiatartalom 48%-at. A kecske- és tehéntejben alacsony az
emberi anyagcseréhez sziikséges tobbszorosen telitetlen zsirsavtartalom. A tejben 1év6 zsir
emulzio formajaban van jelen. A tej zsirtartalmanak koncentracidja jelentsen eltérhet a faj,
illetve az 4llat altal fogyasztott takarmany Osszetételébdl adodoan. A telitetlen zsirsavak
legalabb egy kettos kotést tartalmaznak. Megkulonboztetlink cisz és transz-zsirsavakat.

Taplalékunkban a legtdbb telitetlen zsirsav cisz forméban van jelen, mig a transz-zsirsavak
koncentracidja kisebb. A tej homogenizalasa soran a zsirgdmbok szama novekszik, és
atmérojik jelentésen csokken (kevesebb, mint 1 mikron). Ezért az aktiv felllet korulbelul 20-

szoros mértékben ndvekszik.
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A homogenizéalds megakadalyozza a zsircseppek Ujboli 6sszeolvadasat (tartds tejben) és
clbsegiti a zsirok konnyebb emésztését. A tejzsir fontos szerepet jatszik az étrendben is,
energiabevitel alapjan 9 kcal / g lipid értékii [MOURAD et al. 2014].

A tejzsir nélkiilozhetetlen vitaminokat biztosit a test szamara, ilyen példaul az A és D vitamin.
Az A-vitamin nélkilozhetetlen az epitélium (hamszovet) szempontjabdl, ezért fontos szerepet
jatszik a szaporodasban, a latasban, mig a D-vitamin elengedhetetlen a normal csontszerkezet
fenntartasahoz és az immunrendszer miikodéséhez. A lipidek magas energiatartalma mellett
fontos szdmontartani a telitett zsirsavak €s a koleszterin mennyiségét, melyek talzott mértékii
fogyasztasa szdmos sziv- és érrendszeri megbetegedés okozdja lehet. A zsir nagyon fontos
érzékszervi szerepet tolt be az izlelés soran; krémszer(i textarat ad, sima és barsonyos érzetet
kelt, masrészt sok iz a zsirral tarsul. Az egyszerii lipidek foleg trigliceridekbdl (98%), kis
mennyiseégekben szteroidokbol és cerebrozidokbdl allnak. A gliceridek (semleges lipidek)
trigliceridekbdl (98%), digliceridekbdl €s monogliceridekbdl allnak. Gravimetrikusan a
glicerid-zsirsavak teszik ki a zsir csaknem 90%-at. A zsirsavak eredete kettds: a 4-12
Szénatomos zsirsavakat az emlOmirigy szintetizdlja vér prekurzorokbol, a 18 és nagyobb
szénatomos zsirsavak kozvetleniil gylijtddnek a vérplazmaban, és a 14-16 Szénatomos
szarmazékokat a tégy de novo szintézisébdl vagy a véraramba toltott anyagbol nyerik. Az
Osszetett lipidek komplexek, f6 alkotdelemiik a foszfor és/vagy nitrogén.

Az 0sszetett lipidek kozul a legfontosabbak a foszfolipidek, amelyek a zsirnak 1% -at teszik ki
(0,3-0,5 g/l), emellett a zsirgdmbok és az emulzids stabilizatorok alkotdeleme. Hidrofil és
lipofil tulajdonsagai lehetdvé teszik szamukra hidak kialakitasat a hidrofob €s a hidrofil fazisok
kozott. Harom 6 foszfolipid csoportot kiilonithetiink el: lecitin, cefalin €s szfingomielin. A
foszfolipideket alkotd zsirsavak koriilbelul 85% -a hosszu lancu zsirsavakbdl all. Egyéb, kisebb
mennyiségben jelen 1évé komplex lipidek a gangliozidok, glikolipidek és glikoszfingolipidek.
A tejzsir 0sszetétele (5. tablazat) nagyban fugg a fajtol és annak taplalkozasi szokasaitdl. A zsir
a tejben kisméretii emulgedlt zsirgolydcskak forméajaban van jelen. Vizben szuszpendalva, a
zsir trigliceridekbdl és zsirsavakbol all, melyek gdmb alaklak, atmér6jiuk valtozé [MOURAD
etal., 2014; STENDER et al., 1995].
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5. tablazat: A tehéntej lipid dsszetétele és lokalizacitja g/100g zsirra vonatkoztatva [CSAPO
és CSAPONE, 2002]

Lipid 6sszetétel Arany Elhelyezkedés
Trigliceridek 96 — 99 zsirgdmbok
Digliceridek 0,3-1,60 zsirgdmbok

Monogliceridek 0,002-0,10 zsirgdmbok

o zsirgdmb membran és

Foszfogliceridek 0,2-1,00 )

szerum
Cerebrozidok 0,01-0,07 zsirgdmb membran
_ zsirgdmbok és
Szterinek 0,2-0,40
szérum
zsirgdmb membran és
Szabadzsirsavak 0,1-0,40 ]
szérum
Szénhidratok nyomokban zsirgdmb membran

2.3.5 Asvanyi anyagok a tejben

A tejben taldlhatdé makro és mikro elemek kiegyensulyozott Osszetételik és konnyii
felszivodasuk kovetkeztében rendkivil fontos szerepet téltenek be taplalkozas egészseglgyi
szempontbol. A leggyakrabban el6fordulé makro és mikro elemek mennyiségét a 6. tablazat
foglalja 6ssze. Az asvanyi anyagok mennyisége szamos tényez6tol fiigg, melyek a kovetkezok:
laktacio szakasza, az allat fajtajatol (szarvasmarha, teve, kecske, juh), egyediségétdl, a talaj és
a takarmany sétartalmatol. A tejben talalhatd makro elemek kozil, a Ca és a P kiemelten fontos
az ujszilottek megfelelé fejlédéséhez, csontszerkezetiik kialakitdsdhoz. Ezen makr oelemek
mennyisege valtozd. A Ca legnagyobb mennyiségben a juhtejben (195 — 200 mg/100g), majd
a kecsketejben (132 mg/100g) talalhato. P esetében, a kecsketejben 181 mg/100g, mig a
juhtejben 136 — 140 mg/100g talalhato [Bartowska et al., 2011].
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6. tablazat: Makro és mikro elemek mennyisége a tejben [BIRO, 2014]

Kiilonb6zo elemek mennyisége a tejben
Mikro elemek (mg/liter) Makro elemek (g/liter)
vas 0,06-1 kalium 1,0-2,0
mangan 0,01-0,28 natrium 0,3-0,7
cink 1,50-7,0 kalcium 09-14
kobalt 0,0001 - 0,002 Klor 08-14
réz 0,01-0,70 foszfor 0,7-1,2
jod 0,005 - 0,40 kén 0,2-04
fluor 0,01-0,35 magnézium 0,05-0,24

Jol lathatd hogy a tejben talalhatd makro és mikro elemek mennyisége rendkivil dsszetett,

mégis legnagyobb mennyiségben cinket és kaliumot tartalmaz.

Az elemek jellegiiktdl fliggden kiilonbozé mdodon oszlanak el a tej vizes és micellas fazisaiban.
A makroelemek K, Na és Cl ionok Iényegében vizes fazisban vannak, mig a Ca, P és Mg kazein
micellakhoz k6tédik [GAUCHERON, 2011].

A néatriumnak és a kaliumnak korilbelll 5-6-a % fehérjéhez kapcsolddva van jelen, kalcium és
a foszfor részben kollodiélis forméban, illetve nagyobb részt kotott formaban fordul eld. A
tejelvalasztads zavarai mar nagyon hamar megjelennek az asvanyi anyagok osszetételében,
ugyanis a Ca-tartalom esetében csokkenés figyelheté meg, mely hatassal van az oltds alvasztas

folyamatara [BIRO, 2014].

Az asvanyi anyagok szerkezeti, biokémiai és taplalkozasi tulajdonsagainak kdszonhetéen, az
ember mentélis és fizikai egészsége hosszutavon megdrizhetd, altaluk biztositott az emberi
szervezet, és metabolizmus megfeleld mikodése. Tovabbd szdmos bioldgiai reakcio
katalizatoraként vesznek részt az emberi szervezetben, mint példaul az izmok 6sszeh(z6dasa,
az idegimpulzusok tovabbitasa, illetve tapanyagok taplalékbol torténd felszivodasa [VAHCIC
etal., 2010)].
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2.3.6 Vitaminok a tejben

A tejben az altalunk ismert vitaminok jelentds része megtalalhat6 (7. tablazat), azonban ezen
vitaminok koncentracidja jelentds szoérdst mutat, a vitaminok mennyiségét a tejben
nagymeértékben befolyasolja az allat taplalkozasa, illetve a metabolikus folyamatok. Tovabba a
vitaminok rendkiviil érzékenyek a fizikai hatdsokra (fény, hémérséklet, oxigén tartalom). Az
aszkorbinsav a vitaminok kozul nagy mennyiségben van jelen a friss tejben, azonban a
levegdvel valo érintkezés utan tovabba a tej kezeléseként alkalmazott pasztorozési eljaras soran

elbomlik [SCHRODER, 1982; GAUCHERON, 2011].

7. tablazat: A tehéntej vitamin tartalma [CLAEYS et al., 2014]

Vitamin Mértekegyots
Tiamin (B1) 28-90
Riboflavin (B2) 116-202

Niacin (B3) 50-120
Pantoténsav (B5) 260-490
Piridoxin (B6) 30-70
Biotin (B7) 2-4
Folsav (B9) 1-18
Kobalamin (B12) 0,27-0,7
Aszkorbinsav (C) 300-2300

A vitamin 17-50
Kolekalciferol (D3) 0,3

Tokoferol (E) 20-180

Fillokinon (K) 1,1-3,2

CLAEYS és munkatarsai 2014-es kutatasa szerint a vitaminok hdmérséklet érzékenysége eltérd
a kiilonbozo allatfajok esetén, igy példaul a tehéntej estén minimalis a B6, B3, B5, B7, A, D, E
vitaminok vesztesége a feldolgozads soran. GUNESER és KARAGUL (2012)-es kutatasa
bizonyitotta, hogy a C-vitamin rendkiviil kénnyen bomlik hékezelés hatasara, azonban itt is
eltérések tapasztalhatdak a kiilonb6z6 fajok esetében. A tevetej esetében példaul nagyobb a C-
vitamin veszteség a feldolgozas soran mint a tehéntej esetében, azonban bivaly/bélény tejének
esetében kisebb veszteség tapasztalhato, 6sszehasonlitva a tehéntejjel [CLAEYS et al., 2014].
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2.4Tej fogyasztas élettani hatasa

A fiatal emlésok szamara, ahogyan az emberi csecsemdk esetében is, a tej hosszl ideig az
egyetlen tapanyagforras, tartalmazza mindazon komponenseket melyre a fiatal emlésnek
sziiksége van a kiegyensulyozott névekedéshez, fejlodéshez. Az élet késdbbi szakaszaban mar
nem nélkildzhetetlen taplalék, azonban szerepe tovabbra sem elhanyagolhat6. A tej rendkivil
gazdag bioldgiailag aktiv komponensekben, mind mennyiségi és mindségi szempontokat
figyelembe véve. Az emberi taplalkozas alapkdvet képezi a tejfogyasztés, tartalmazza
mindazon komponenseket (fehérjék, zsirok, szénhidratok, asvanyi anyagok és vitaminok)
melyekbdl felvehetjiik a szerveztink szamdra sziikséges fehérjéket, aminosavakat ¢és

zsirsavakat.

Ajéanlasok szerint napi fél liter tej elfogyasztasaval mar fedezhetd az esszencialis aminosav

bevitel a metionin kivételével, egy atlagosan taplalt feln6tt férfi szamara [KUKOVICS, 2009].

A tej és tejtermékek egészségre gyakorolt hatasat, a benne talalhaté biologiailag aktiv
komponensek egylittesen hatarozzak meg. Ebbdl adédoan a fehérjék védelmet nytjtanak a
fogszuvasodas ellen, tovabba antimikrobas hatast fejtenek ki, a gyomor és bélrendszerben,
emellett egyes raktipusok kialakulasanak a kockéazatat is képesek csdkkenteni. A fehérjék
mellett a kdlcium az egyik legismertebb és allatiszamos kutatas alapjan is elismert komponens
mely az egészséges fejlodés egyik kiemelt eleme. A tejben taldlhato jelentds mennyiségii
kalcium kiemelt szerepet jatszik az egészséges csontfejlddésben és ndvekedésben. A tejfehérjék
napi étrendbe valo alkalmazasa szdmos betegség megeldzésében és az emberi szervezet
egészségének a megdrzésében jatszik fontos szerepet, kijelenthetd hogy a tejtermékek
fogyasztdsa jelentés mértékben képes csokkenteni a sziv és érrendszeri betegségek

kialakulasanak a kockazatat [JORDE és BRNAA, 2000].
2.5 Allergenités, élelmiszer allergia

Az élelmiszer allergia olyan immunmedidlt valaszok halmaza, melyek esetében valamilyen
ellenanyag mutathato ki az emberi szervezetben. Az élelmiszerekkel szembeni talérzékenységi
reakciokat tobb csoportba sorolhatjuk (allergik, intoleranciak). Munkam soran az allergiaval,
azon belll is a tejfehérje allergiaval, annak csokkentésével foglalkoztam. Jelenleg a
talérzékenységi reakciok egyetlen kezelési modja, az azt kivaltd komponens elhagyasa,
esetleges diéta bevezetése.
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2.5.1 Elelmiszer allergének altalanos jellemzése

Elelmiszer allergéneknek nevezziik azon anyagok sszeségét, melyek immungloblin E (IgE)

ellenanyag termelddését valthatjak ki kozvetleniil.

Elmondhatd hogy az IgE tipusu élelmiszer allergia esetében az allergiat kivaltd komponensek
természetesen el6fordulnak az adott élelmiszerben. Az allergias reakcidk kivaltasaért leginkabb
az olyan fehérjék tehetdek feleléssé, melyek ellendlnak az emésztési és hokezelési
folyamatoknak. A fehérjék immunogenecitasa szdmos paramétertdl és tényezo6tdl fiigg. Az

élelmiszerek altal kivaltott karos reakciok csoportjat a 2. abra mutatja be.

A

ELELMISZEREKKEL SZEMBEN
JELENTKEZO KAROS REAKCIOK

NEM TOXIKUS

(csak az érzékeny
egyéneket érinti)

TOXIKUS
(mindenkit érinthet)

A A
TOLERZERENYSEG) ALEL A
AL TULERZEKENYSEGI REAKCIOK

) |
Immunmedialt Nem immunmedialt
reakciok reakcidk
(ALLERGIAK) (INTOLERANCIAK)

2 4bra: Elelmiszerek altal kivaltott karos reakciok [KUKOVICS, 2009]

Egy fehérje allergén hatdsa egyrészt fligg a fehérje 3D-s térszerkezetét6l tovabba annak

= sz

ugyanis ha mérete nem megfelelé akkor nem képes hidat képezni két IgE molekula kdzott
melynek kovetkeztében nem jon létre az allergén reakcid. A fehérjének tovabba egynél tobb

IgE kot6 hellyel kell rendelkeznie, ezek hianyaban szintén nem alakul ki allergén reakcio.
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Az adott fehérjék mérettartomanyat vizsgalva megallapithatd, ha az adott fehérje
molekulatomege 10 — 70 kDa ko6zott helyezkedik el allergén hatésa jelentds, azonban ha 10 kDa
alatt helyezkedik el, veszit ezen tulajdonsagabdl, mivel ebben a tartoméanyban mar nem képes
hidat képezni az IgE molekulak kdzott [TAYLOR, 1992; SICHERER és SAMPSON, 2010].

Szamos kutatds bizonyitotta hogy az epitopok kérositasaval jelentésen csokkenthetd a fehérjék
allergénkeltd hatasa. A fehérjemolekuldk azon immunreaktiv szakaszat, melyet az
ellenanyagok felismernek, epitépnak hivjuk. Ezen epitopok kiilonféle hé- nyomas- és
mikrohullamu kezelés hatasara jelentés mértékben karosodnak [KLEBER et al., 2007;
KLEBER és HINRICHS, 2007; ISMAHAN et al., 2014].

Az epitopok allergén hatdsanak mérséklésere iranyul6é technol6gidk folyamatos kutatasok
részét képezik. llyen technika példaul az enzimes hidrolizis alkalmazasa mellyel szintén
ugyanazt a hatast érhetjiik el mint a h6é- nyomas- és mikrohullami kezelés esetén [PAHUD et
al., 1985].

2.5.2 Tej allergén fehérjeéi

A tehéntej szamos allergén Gsszetevot tartalmaz, melyek a késébbiekben allergias reakciok
kialakulasahoz vezethetnek. Az eurdpai felndtt népesség 1-2 %, mig a gyermekek 5-7 %-a
esetében tapasztalhat6 a tejfehérje allergia kialakuldsa [KUKOVICS, 2009].

A tejfehérje allergia beletartozik a nagy nyolcak ,.Big 8” csoportjaba. A ,Big 8 az a 8
élelmiszertipus, melyek a legnagyobb aranyban okoznak élelmiszer allergias
megbetegedéseket. Ide tartozik, a tej, tojas, hal, mogyord, did, szbja, blza és a tengeri
¢lolények. A tejfehérjével szembeni allergias reakciok tobbsége IgE-medidlt (60%) és
sejtmedialt mechanizmusok kdvetkeztében alakulnak ki. Azonban a tejfehérje allergiat szamos
mas termék is kivalthatja, ugyanis a tejfeherjéket gyartasi segédanyagként széleskorben
alkalmazzak [MONACI et al., 2006].

Az élelmiszerekben 1évo allergének kimutatasa torténhet IgE-specifikus human és allati (nydal,
kecske) szérumokkal. A humén szérumokkal veégzett vizsgalatok sordn, az adott
élelmiszerallergia (tej, tojas, hal) jelenléte igazolhatd. Human szérumok felhasznalasaval,
gélelektroforézissel elvalasztott fehérjék immunblott vizsgalatai alkalmasak az allergias
betegeknél a reakciot kivalto fehérjék kimutatasara [GONZALEZ-BUITRAGO et al., 2007].

NATALE 2004-es vizsgélatai soran, 20 tejfehérje allergiaban szenvedd beteg mintaiban
immunreaktiv fehérjék voltak kimutathatok. Minden beteg érzékeny volt egy vagy tobb
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kazeinfrakciora, az érzékenység el6fordulasi gyakorisaga: B-kazein 3/20 (15%), k-kazein 10/20
(50%),as1-kazein 11/20 (55%), as2-kazein 18/20 (90%). A B- és k-kazein iranti érzékenység
mindig a-kazein irdnti érzekenyseggel tarsult. 9 (45%) betegnel mutattak ki specifikus IgE-t a

B-laktoglobulinra.

Az eélelmiszerek allergenitasanak a viszgélatara sz&mos immunanalitikai modszer kerilt
kifejlesztesre, melynek egyik fajtaja az immunblott vizsgalat. Az immunoblot vizsgéalat, vagy
masnéven western blot technika a fehérjék specifikus detektalasara szolgalé modszer, ahol a
fehérjeket gélelektroforézissel valo szétvalasztas utan szilard hordozora visszik fel majd azok
jelenlétét specifikus antitestekkel detektaljuk [AKIYAMA et al., 2011].

WROBLEWSKA és KALISZEWSKA 2012-es kutatasai alapjan megallapithatd, hogy az
élelmiszerek altalanos allergén hatésa féként a nagy molekulasulyt fehérjékhez (70-80 kDa), a
szarvasmarha-szérumalbuminhoz, laktofferinhez és az a-kazein frakciohoz kotédik. Az egyes
fehérjék allergenitisa a kiillonbozd feldolgozasi technologidk (fermentécio, hidrolizis)

kombinalt alkalmazasaval csokkentheto.

A tej allergéntartalmat tobb frakcid egyuttese hatarozza meg, allergén hatést fejtenek ki a kazein
frakciok és a savofehérjék egyes alkotdelemei is. LIFSCHITZ és SZAJEWSKA 2015-0s
kutatasa alapjan megallapithatd hogy az IgE irdnyitott {6 allergének az asi-, asz-, B-, és k-
kazeinek, illetve a savofehérjék koziil az a-laktalbumin és B-laktoglobulin, melynek térbeli
szerkezetét a 3. abra mutatja be. Ahhoz hogy a fehérjék allergenitasat a lehetd
Az o-laktalbumin molekulatomege 14,4 kDa, 123 aminosavbdl épul fel, tovabba négy
diszulfid-hiddal rendelkezé globulasris fehérje. Ca?* régidval rendelkezik, melynek
kOszonhetéen stabil masodlagos szerkezet alakul ki. Aminosav szekvenciaja hasonld a
tyuktojasban talalhato lizozimmal és az emberi a-laktalbuminnal, konformacios és linearis
epitopokkal is rendelkezik. A B-laktoglobulin 36 kDa méretii dimerekbdl, 18 kDa méretii
monomerekbdl és 162 aminosavbol épiil fel. Hasonldan az a-laktalbuminhoz szintén diszulfid-

hid kotésekkel rendelkezik, linearis epitopokkal, tovabba egy szabad cisztein lanccal.

A B-laktoglobulin stabil szerkezetének koszonhetden viszonylag ellenalld a savas és enzimes
kezeléssel szemben, igy a diszulfid-hidak felszakadasa esetén sem vesziti el allergenitasat
[CAIRA et al.. 2012; MONACI et al., 2006].
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3. abra: A B-laktoglobulin (A) és az a-laktalbumin (B) szerkezete [SHARMA et al., 2001]

Az os1-, as2-, B-, és k-kazeinek 0ndlld struktiréval rendelkeznek, azonban képesek egyditt
aggregatumokat/micellakat képezni. A kazeinek laza, negyedleges szerkezettel rendelkeznek,
melynek koszonhetden jol ellenalnak a héhatasnak [CAIRA et al., 2012; MONACI et al., 2006].

A tej szamos olyan fehérjét is tartalmaz, amelyek allergén potenciallal rendelkeznek. A tehéntej
f6 allergénjei a kazeinek (20-30 kDa) melyen belil az egyes kazein frakciok molekulatdmege
az alabbiak szerint oszthato fel: aS1- 23,6 kDa, aS2- 25,2-25,4 kDa , - 24 kDa, y- 25 kDa és
K- 19 kDa [O’REGAN et al., 2009].

A tehéntejben ritkdbban eléforduld antigének a marhaszérumalbumin (BSA, 67 kDa), a
laktoferrin (76-80 kDa) és az immunglobulinok (kb. 160 kDa) [LIFSCHITZ és SZAJEWSKA,
2015]. A legtdbb fehérje a tejben, beleértve az allergéneket is, glikoprotein formajaban van

jelen.
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2.6 Bioaktiv peptidek

A bioaktiv peptidek olyan specifikus fehérjetoredékek, amelyek pozitiv hatassal vannak a
szervezet metabolikus folyamataira és azok funkcidira. A bioaktiv peptidek hatadsukat enzimes

hidrolizisen keresztiil mind ,,in vivo” mind pedig ,,in vitro” médon képesek kifejteni.

A tejfehérjék meghatarozo forrasként szolgalnak a legtébb bioaktiv peptid szamara, amelyek
inaktiv llapotban vannak a tej fehérjéinek molekulain belll. A bioaktiv peptidek aktivitasat,
azok hatasat, az 6ket alkotd aminosavak és azok szekvencidja hatarozza meg. A legtobb peptid
2-20 aminosavbdl all, amelyek molekulatomege kevesebb, mint 6 kDa. A bioaktiv peptidek
felszabaditasara szamos moddszer ismeretes, melyeket az alabbiakban mutatok be. Els6:
enzimes hidrolizissel melyben az emésztérendszer enzimei végzik a hidrolizis folyamatat, mint

a tripszin vagy a pepszin.

Masodik: fermentacidval proteolitikus starter kulturdkkal, vagy maés allati, névenyi, illetve
mikrobialis eredetli proteolitikus enzimmel. A bioaktiv peptidek felszabaduldsaval
szabalyozzdk az immunoldgiai, a hormonalis és a neuroldgiai reakciokat, ezaltal Iétfontossagu
szerepet jatszanak a rak, a csontritkulds, a magas veérnyomas és mas rendellenességek
megeldzésében. Az ilyen fizioldgiai sokoldalusag miatt a tejbdl szarmazo bioaktiv peptidek
vilagszerte sok kutato figyelmét hivtak fel arra, hogy tobb olyan potencialis terméket hozzanak
létre, amelyek egészséget megdrzé, funkciondlis tulajdonsdgokkal rendelkeznek. Ennek
hatasara egy 11j iparag indult fejlodésnek, a funkcionalis élelmiszerek eléallitasa [MEISEL és
FITZGERALD, 2003].

A bioaktiv peptideket tulajdonsagaik alapjan 5 kiilonb6z6 csoportba lehet sorolni, melyek a
kovetkezok: antimikrobialis, immunrendszer szabalyzo, ACE (angiotenzin-konvertalo enzim)

gatlok, opioid és antioxidans hatasu peptidek.

A tejfehérjékbOl szarmaztatott bioaktiv peptidek antimikrobialis tulajdonsdguknak
koszonhetden képesek szamos Gram + és Gram — patogén mikroorganizmus gatlasara
(Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Salmonella typhi, Bacillus cereus, Salmonella

typhimurium, S. enteritidis, Staphylococcus aureus).

MOHANTY és munkatérsai 2016-os kutatasaibol kideriil, hogy a kazeinekbdl és a savobol
szarmazo bioaktiv peptidek stimuléljak az immunrendszer limfocita és makrofag szintézisét

tovabba azok aktivitasat, emellett hatadssal van a citokinek termelésére.
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A citokinek olyan kis molekulatomegii kémiai hirvivé anyagok (10-40 kDa-0s), masnéven
glikoproteinek, melyek kiilonb6z6 sejtek kozotti kapcsolatok 1étrehozasaban jatszanak fontos
szerepet. Hatasukat a citokinreceptorokhoz nagy affinitassal vald kotédéssel fejtik ki. A
l1étrej6vé immunvalasz sordn segitik az informéacidtovabbitast és az immunvalasz
szabalyozéasat. Kilonbséget kell tenni egy fehérje allergenitasa s immunogenitasa kozott. Egy
fehérje immunogenitasa a fehérjének az a képessége, melynek segitségével IgE antitesteket
indukal. UENO és munkatarsai 2018-ban végzett vizsgalatai soran kazein hidrolizatum, alkalaz
enzimmel végzett hidrolizisét kovetden arra az eredményre jutottak hogy, a vizsgalt kazeinek
esetében csokkend allergenitast mig valtozatlan immunogenitast tapasztaltak. A hidrolizist

lugos pH-n végezve az IgE epitdpok hasitasaval igéretes eredményeket sikerilt elérni a

crer

Az ACE gatlé peptidek segitik a vérnyomas szabalyozasat, ugyanis ezen peptidek hatasara
gatladik az angiotenzin | — Il konverzidja, melynek kovetkeztében a vérnyomas alacsony
marad. Normdl esetben az angiotenzin II erés vazopresszorként funkcional: az artéridk
Osszehuzodasat okozza, amelyek ideiglenes sziikiilése noveli a benniik araml6 vér nyomasat.
JAKALA és munkatarsainak 2010-es vizsgalatai kimutattak, hogy a tejsavbaktériumokkal
(Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis) végzett fermentacié hatasara két tripeptid
szabadul fel a kazein molekuldk felhasadaséval lle-Pro-Pro, Val-Pro-Pro. Ezek a peptidek
szamos modellben mérsékelték a magas vérnyomast, tovabba uM koncentraciéban ACE gétld
hatassal rendelkeznek. A tejfehérjék jelentds mennyiségben tartalmaznak olyan peptideket,
melyek ACE gétlok. Ez az érték folyékony tejfehérje-koncentratum esetében megkozelitleg 6
%-0s értéket képviselt. A folyékony tejfehérje-koncentratum elenyész6 ACE gatld hatisa a
nativ tejfehérjék és az angiotenzin-konvertald6 enzim aktiv oldala kdzotti rossz interakcioval
magyarazhato. lle-Pro-Pro, Val-Pro-Pro peptidekhez hasonléan szdmos mas peptid (lle-Trp,
Leu-Trp, Phe-Pro, Phe-Tyr) is rendelkezik ACE gatld, vérnyomascsokkentd hatassal [WANG
etal.,, 2018; YU et al., 2019].

Ezek a tripeptidek (lle-Pro-Pro, Val-Pro-Pro) szamos allatkisérlet esetében csokkentették a
magas vérnyomas kialakulasat az angiotenzin | — 1l konverzigjanak a gatlasaval, illetve a mar
kialakult akut magas vérnyomast sikeresen csokkentették a klinikai vizsgalatok soran. A tej,
mint hagyomanyos élelmiszer egy Uj funkcionalis élelmiszerként vagy annak egy
osszetevijeként szolgalhat a benne felszabaduld bioaktiv peptideknek kdszonhet6en, mely
specidlis egészségvédé komponenseket hordozhat magaban [JAKALA és VAPAATALO,
2010].
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Az opioid peptidek olyan dpioid receptor ligandumok, amelyeket marha- és human B-kazeinb6l
enzimatikus hidrolizissel allitanak elé. Az Opioid peptidek enzimes hidrolizissel, illetve
mikrobialis fermentacioval allithatoak el6 kiilonb6z6 fehérjékbol (a-kazein, B-kazein, o-
laktalbumin, pB-laktoglobulin) [KOSTYRA et al., 2004]. Az endogén Opioid peptidek
(enkephalinok, endorphinok, dynorphinok) szabalyozzak a kdzponti idegrendszerben részt
vevl sejtek novekedését és mitkodését, mig a B-kasomorfinok az Gjszulottek nyalkahartyajan
at szallitodnak, amelyek szabalyozzak a fiziologiai reakciokat, csecseméknél nyugalmat és
alvast eredményezve. Megoszlasukat vizsgalva elmondhatd, hogy leginkabb ott talalhatoak
ahol a fajdalom érzékelése megy végbe (gerincvel6, lamina I-Il, periaquaeductalis
szurkeallomany stb.) [MEISEL és FITZGERALD, 2000].

Peptidek jelent6s része Szabadlyozd szerepet tolt be az ¢él6 szervezetek oxidativ
metabolizmusaban, amely elengedhetetlen a sejtek tuléléséhez, illetve miikodéséhez. Az
oxidativ folyamatok kdvetkeztében szabad gyokok képzddnek, melyek nagy mennyiségben
celluléris stressz llapotot, oxidativ stresszt idéznek el6. Ennek kovetkeztében a sejt killonbozo
molekuldinak (nukleinsavak, feherjék stb.) oxidativ kdrosodasa kovetkezik be, mely végil a
sejt pusztuldsédhoz vezet. A tehéntejbdl nyert antioxidans peptidek 5 — 11 hidrofob aminosavbdl
allnak, pl prolin, hisztidin, tirozin aminosavakbol. A bioaktiv peptidek hatasukat egyrészt a
szabadgyokok képzddésének gatlasaval, illetve azok eltavolitasaval fejtik ki, csokkentve a
szabadgyokok oxidativ hatasabol adodo negativ hatast. TONOLO és munkatarsai 2019-ben
vegzett munkajuk soran a tejfehérjék hidrolizise/fermentécidja soran felszabadul6 bioaktiv
peptideket vizsgaltak. Kutatomunkajuk soran megéllapitast nyert, hogy a Y-4-R (YVPR), V-6-
R (VPYPQR), V-7-K (VLPVPEK), A-10-F (ARHPHPHLSF), R-10-M (RHPHPHLSFM), és
H-9-M (HPHPHLSFM) bioaktiv peptidek antioxidans tulajdonsaggal rendelkeznek. A felsorolt
bioaktiv peptidek esetében, az adott peptid aminosav szekvenciajat lathatjuk, a szekvenica
kezdd és végsd aminosav fajtajaval, mig a peptid szekvencia kdzepén helyet foglald szam, az
adott bioaktiv peptidet alkoto aminosavak szdmét adja meg. Y-4-R (YVPR) esetében a bioaktiv
peptidet, tirozin, valin, prolin és arginin alkotja. A felszabadul6 bioaktiv peptidek
megakadalyoztak a Caco-2 sejtek oxidativ stressz miatti életképesség csokkenését. A Caco-2

sejtvonal human colon adenokarcinoma eredeti.

Ezt a sejttipust igen széles korben alkalmazzéak a vékonybélbdl torténd gyogyszerfelszivodas in
vitro modellezésére [MOHANTY et al., 2016; ERDEI et al., 2012; TONOLO et al., 2019].
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2.6.1 Bioaktiv peptidek eldallitasa - Enzimes hidrolizis

A bioaktiv peptidek eldallitasanak, egyik leggyakrabban alkalmazott modszere, az enzimes
hidrolizis. A fehérjék enzimes hidrolizisét protedz enzimekkel végzik, melyek kozil
megkulonboztetink  &llati  (tripszin,  pepszin), ndvenyi (papain, bromelin) és
mikroorganizmusok (alkalaz) altal termelt proteazokat. A protedzok a fehérjékben talalhatd
peptidkotések hidrolizise révén bontjak le a fehérjéket kisebb peptidekre, majd aminosavakra,
specidlis aminosav szekvencia alapjan. Az egyes enzimek alkalmazasaval kiilonb6z6 bioaktiv
peptidek allithatdak eld. ACE-gatlo peptidek eldallitasara altalaban tripszin enzimet hasznalnak

[KORHONEN és PIHLANTO, 2006].

A hidrolizis kdrnyezeti paramétereinek a megvalasztasa kiemelt fontossagu, ha a homérséklet
¢s/vagy a pH érték jelentés mértékben eltér az adott enzim vagy mikroorganizmus idealis
miikodési paramétereitl annak hatdsa az adott fehérje funkcionalitasat fogja befolyasolni.
Ennek kovetkeztében nagyobb ardnyban halmozddhatnak fel a keserti izért felelds peptidek az

adott termékben.

A tejfehérjék hidrolizise soran a bioaktiv peptidek felszabadulasanak eldrejelzésére kiilonféle
szoftverek Kkerlltek kifejlesztésre, melyek a Kkivalasztott enzim hasitasi specifitdsanak
ismeretében becsiilik meg a keletkezé bioaktiv peptidek tipusat. A tejfehérjék in silico
emesztéséhez altalanosan hasznalt programok kozott szerepel az ExPASy és a BIOPEP, melyek
szabadon hozzaférhet6ek az interneten [NONGONIERMA és FITZGERALD, 2017].

JANG és munkatérsai 2017-es vizsgalataik soran, allati fehérjék (lepényhal, tonhal) enzimes
hidrolizisét végezték kiilonféle enzimek (papain, a-kimotripszin) alkalmazésaval, majd
vizsgaltak a hidrolizatum antioxidans kapacitasat DPPH modszerrel. A vizsgalt enzimek
esetében kiilonbozé DPPH érték volt mérhetd, ugyanis az enzimek kiilonb6zd szekvencia
mentén hasitanak. Vizsgalataikban megallapitottak hogy, papain enzim hasznalata tonhal
fehérje hidrolizatumban, mig lepényhal esetében az a-kimotripszin mutatta a legmagasabb
DPPH értéket.

Az enzimek Kkivalasztasanak és alkalmazésanak feltétele hogy az adott enzim ne kérositsa a
termék érzékszervi tulajdonsdgait, mely szadmos kihivast allit az élelmiszeripari
gyartastechnoldgiakban. Az aminosavak és peptidek befolyasoljdk a termék érzékszervi
tulajdonséagait, kiemelt szerepiik van a textdra, alak, szin és iz kialakitasaban [TAVANO et al.,
2018].
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2.6.2 Bioaktiv peptidek eldallitasa - Fermentacio

WIDYASTUTI és munkatarsai 2014-es kutatasukban megallapitast nyert hogy a fermentacio
egyik legjobban fejl6do teriilete a tej, tejsavbaktériumokkal (LAB — Lactic Acid Bacteria)
torténd fermentacidja. A tejsavbaktériumokkal torténé fermentacio nem csak az adott termék
eltarthatosagat ¢és organoleptikus tulajdonséagait fejleszti, hanem eldsegiti a bioaktiv
peptideknek a felszabadulasat. A fermentacio torténhet spontan vagy iranyitott moédon, azonban
a fermentécids technol6giak soran irdnyitott madszert alkalmaznak mivel ebben az esetben

iranyithat6 a folyamat és novelhetd a keletkezd fermentacios termék volumene.

Bioaktiv peptidek nem csak enzimes hidrolizissel, hanem mikrobialis fermentacioval is
cldallithatdbak. A tejiparban alkalmazott starter kultirak jelentés része proteolitikus
tulajdonsagokkal rendelkezik.

A tej tejsavbaktériumokkal torténd fermentacidja soran kiilonbdzo bioaktiv peptidek allithatoak
elé, az alkalmazott mikroorganizmusok fliggvényében. Lactobacillus helveticus,
Saccharomyces cerevisiae és Streptococcus thermophilus+Lc. lactis subsp. kultarakkal térénd
fermentacié soran ACE-gatlé peptidek, Lb. Delbrueckii subsp. bulgaricus [1FO13953
korben alkalmazott starter kultura a fermentalt tejtermékek el6allitasaban (ementali sajt), mely
fermentaciot kovetden szamos bioaktiv peptid (Val-Pro-Pro (VPP), lle-Pro-Pro (IPP)) szabadul
fel [KORHONEN és PIHLANTO, 2006].

RAVESCHOT és munkatérsai 2018-as kutatasa soran Lactobacillus baktériumokkal torténé
fermentécionak az ipari lehet6ségeit viszgaltak. Megallapitast nyert hogy az élelmiszeripariban
tobb szempontbdl is kiemelt szerep jut a Lactobacillus torzseknek a fermentacié soran (bioaktiv
peptidek, hozzaadot funkcionalis értek, allergéntartalom csokkenés), emellett a bioaktiv
peptidek eléallitasa Lactobacillus fajokkal torténé eléallitasa viszonylag olcsd az enzimes
hidrolizishez képest. Azonban a folyamat hatranya, hogy a fermentacios tuton eldallitott

bioaktiv peptidek termelékenysége alacsony az enzimes hidrolizishez képest.
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2.7 Membranszirés

Az alabbi fejezetben a membranmiiveleteket mutatom be, mely folyamatok kozos jellemzdje,
hogy valamely hajtoeré hatasara szelektiv transzport jon létre. A 2.7-es fejezet sorén
bemutatésra kerll a membranok torténelme, alapfogalmai, mutatéi és az NF (Nanosziir6)

membranok modellezése.

A membransziirés alkalmazédsa az elmult években egyre nagyobb mértékben terjedt el az
élelmiszeripari gyartas technoldgidk soran. Integralasa az egyes technoldgiakba elésegitette a
termékek mindségének javulasat, kiméletes eljaras lévén lehetdvé teszi az értékes komponensek
megOrzését, tovabba a membranok szelektivitdsanak koszonhetden komponensre specifikusan

eltavolithat6 vagy dusithatd a termék egy adott komponensre vetitve.

Szdmos alkalmazasi teriilet egyike a tejipar. A tejben 1évé baktériumok és a sporak
eltavolitasanak egyik modja a mikroszilirés (MF), mely az ultrapasztérozés (UHT — Ultra High
Temperature) egyik alternativdjaként hasznalhato, a tej eltarthatosdganak meghosszabbitasa
érdekében.

2.7.1 Membransziirés torténelme

A mesterséges membranok torténelmének elsé jelentds eseménye az 1748-as évekre tehetd,
amikor egy francia pap Abbé Jean-Antoine Nollet a viz elvalasztasanak/permeabilitdsanak
felfedezését irta le. Kisérletében egy edénybe bort ontétt, melynek szajat egy allati eredetii

holyaggal zarta le, majd az egészet vizbe meritette.

A hélyag a viz szamara atjarhatd volt melynek kovetkeztében beszivérgott az edénybe,

felfedezve ezzel a szemipermedbilitas jelenségét. Nyolcvan évvel késobb, 1823-ban

=z 7

crcr

torvenyt (1866). 1855-ben Adolf Fick hatarozta meg a diffizid térvényet, mely rovid idon beliil
az alapjat képezte a membranok diffazios transzportjanak leirasanak. Traube 1867-ben
sikeresen elkészitette az elsd félig-ateresztd hartyat, amelyet az oldatok ozmotikus nyomésanak

mérésére hasznalt Pfeffer 1877-ben.

Van’t Hoff tiz évvel késbébb 1887-ben a tovabbi kutatdsai soran sikeresen megalkotta az
ozmotikus nyomas elméletét (Van’t Hoff torvény), amiért kés6bb az elsé kémiai Nobel-dijat
kapta 1901-ben. A magyar szarmazast Zsigmondy Richard nevéhez fiizédik, hogy 1907 és

1920 kozott olyan finom szemcseméretii mesterséges membranokat hozott 1étre, amivel
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megteremtette a mikrosziirés és az ultraszlirés alapjait. A 20-as évek vegén mar megfigyelték
és tanulmanyozték celofan vagy celluldz-nitrat membranokkal a forditott ozmdzis jelenségét.
Az 1930-as években Teorell és Meyer megalkotta az elektrodializis és a modern membrén
elektrédok fogalméat [FANE et al., 2010].

Késébb az 1950-es évek elején mar az elektrodializist, a mikrosziirést és az ion-cseréld
membranokat laboratoriumi kutatdsokra hasznaltak, illetve az ivoviz tisztasagat ellendrizték
Europdban. 1954-ben mar Uzemek hasznaltak ivoviz eléallitdsara, amelyet a sos viz
elektrodializisével és ioncserélésével értek el. 1962 egy mérfoldkének is tekintheté a
membransziirés torténetében, ugyanis Loeb ¢és Sourirajan egy hibatlan, nagy fluxusq,

aszimmetrikus cellul6z-acetat membrant hozott létre.

1980-ra a forditott ozmozis, ultrasziirés, mikrosziirés és az elektrodializis mar vilagszerte

megtal&lhaté volt Uzemi alkalmazasokban [SALEH és GUPTA, 2016].
2.7.2 A membransziirés alapfogalmai

A membran egy olyan permszelektiv réteg, amely két vagy tobb komponensbél allo elegy egyes
komponenseit atereszti, masokat pedig részben, vagy teljesen visszatart. A membranmiiveletek
soran kiilonboz0 hajtéerdk hatasdra a membranon transzportfolyamatok mennek végbe, melyek
bizonyos komponensekre nézve szelektivek. A membranmiiveletek nagy elénye hogy,
energiaigénye mas folyamatokkal ellentétben alacsony, kémiai atalakulas nélkul megy végbe a
szétvalasztas, konnyen illeszthetd6 mas miiveletekhez, konnyen automatizalhatd, tovabba

kornyezetbarat (nem termel veszélyes hulladékot).

A szétvalasztasi, besliritési és tisztitasi folyamatok fejlédése elengedhetetlen volt a kivalo
mindségli termékek eldallitasanak az érdekében mind a gyogyszeripar €s mind az
¢lelmiszeripari termékek esetében. A szétvalasztasi technologidk fejlodésével egyre
hatékonyabba valt a karos, értékes komponensek egymastdl valo6 elvalasztasa. A szétvalasztas

kétféleképpen valdsulhat meg, aktiv és passziv transzporttal.

Aktiv transzport esetében a szétvalasztast (komponensek aramlasat) az alkalmazott membran
permszelektivitdsa hatarozza meg, ezzel ellentétben a passziv transzport esetében a
szétvalasztando fazisok fizikailag kertilnek elvalasztasra [STRATHMANN et al., 2006].

A membransziiré berendezéseket (modulokat), kialakitasuk szerint két csoportba sorolhatjuk.
A klasszikus vagy ,,.Dead End” sziirés esetében a betaplalt oldatot a membran felliletére

merdlegesen vezetik. A sziirés soran a visszatartott komponensek felhalmozddnak a membran
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feluletén, igy kialakul egy koncentracié-polarizacios réteg (ezt klasszikus sziirésnél
sziirblepénynek nevezzilk). A kialakulo sziir6lepénynek a vastagsaga és az ellenéllasa
novekszik a szlrési id6 soran, melynek hatasara csokken a keletkez6 sziirletiramnak a

mennyisege.

Abban az esetben ajanlott alkalmazni a ,,Dead End” sziirést, amikor a sziirendé anyag
szilardanyag tartalma kicsi, tovabba a kialakulo szlrdlepény ellenalldsa elfogadhatd dramlasi

sebességet tesz lehetdve.

A ,,Cross Flow”, keresztaramu sziirés sordn a sziirend6 oldatot a membran feliiletéhez képest
parhuzamosan aramoltatjak, mely sziirési technikanak elénye, hogy a miivelet soran a
visszatartott komponensek kevésbé halmozodnak fel a membréan feluletén igy nagyobb a sziirési
sebesség [VAN DER BRUGGEN, 2018]. A kilonféle membréanszeparacios eljarasokat a 8.
tablazat foglalja 6ssze.

8. tablazat: Alkalmazott membranmiiveletek, miikodtetési elvek [GASPAR, 2016]

Miivelet Membran tipusa Hajtéero Anyagat'ada3| PEIdalf
mechanizmus alkalmazasra
Viztisztitas,
Szimmetrikus Szitahatas sterllez,es
. . ; -, (gombak,
Mikrosziirés porusos, Nyomés 0,1- | (méret alapjan baktériumok)
pérus atméré: 0,1— 0,2 Mpa torténd e
10 um osztalyozas) koncentralds
(keményito,
gylimolcslevek)
Elegyek
Asszimmetrikus Szitahatas szétvalasztasa,
Ultrasziirés porusos, Nyomas, (méret alapjan | viztisztitas (virusok,
porus atméré:: 10— | 0,2-0,5 Mpa torténd fehérjék, kolloidok,
100 nm osztalyozas) makromolekulak),

fehérjék eltivolitisa

Asszimmetrikus

Diasziirés D6rUSOS Nyomés Szitahatas Molekuléris
Mik 1 iré DY ’ méretkizara keverékek
(Mikro/Ultraszird | .\ 4tmérs 2-10 | 0,1-0,5 Mpa | (MEretkizarasos) | keverekel

modul) nm és dializis tisztitasa, miivese
Aszimmetrik . ) - ) .
S ()rus:)s us Szitahatas Fehérje levalasztas,
Nanosziirés sgerkezet Nyomas, (méret alapjan | nagyobb molekulak,
Srus Amerd ’1710 0,1-1 MPa torténd cukrok, kétértékii
p nm osztalyozas) ionok

Tengerviz és s6s

Nyomas, 1— Oldodas és vizek sémentesitése,
10 MPa diffuzio anionok

levalasztasa

Aszimmetrikus bor
Forditott 0zmozis tipusy oldodés-
diffaziés membran

Direkt (Forward) Vekony f|_Im Koncentracio Oldodas és Nyoma_skgslleltetett
e kompozit . e diffuzo,
0zmozis . gradiens diffdzio , iy
membran somentesités
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Szimmetrikus . -
o . Koncentracio e 2 Fehérjeoldatok
Dializis porusos radiens Diffuzié s6mentesitése
membran 9
Szimmetrikus
. 0rusos . N . .
Membran nfembrén Nyomas, Fellleti Mikroemulzidk
emulzifikacio e 0,1-10 Mpa feszliltség eléallitasa
porus atméré: 0,1—
10 um
Szimmetrikus
. . Elektromos s e xAT1res
Elektrodializis ioncseréld . Donnan kizaras | Sav és lug eldallitas
f potencial
membrén
Elektrodialitikus S . Elektromos L 1 A TTres
. P, Bipolaris membran hy Donnan kizaras | Sav és lug eldallitas
vizszeparacio potencidl
Membran Szimmetrikus . , cees s Szilard folyadék
o . Gbznyomas Diffazio o .
desztillacio porusos szétvalasztas
,I\/!embranc’)’s Szimmetrikus Kémiai Oldédas.
érintkeztetok porusos / folyadék |  potencial iz Oldészer extrakcio
(contactors) membran
. . e Szelektiv . .
Homogén / porusos Kémiai 9 Szennyvizkezelés,
Membran reaktor membran » Szorpcio . L
potencial e s szelektiv oxidacio
és diffdzid
. - ) . o Diffazio és Fémek és
Folyekony (liquid) Porusos l;tafnasz Kémiai antibiotikumok
. membran . reverzibilis avolitasa é
membranok potenciél ) eltavolitasa es
reakcio hasznositasa
Homogén
L i i . . Oldodas- Azeotrop keverékek
Pervaporacio asszimmetrikus Gdznyomas cees Top .
membran diffuzio szetvalasztasa

A membranok anyagukat tekintve is tobbfélék lehetnek, attol fiiggden, hogy az adott eljaras
vagy alkalmazas mit igényel. Osztalyozasukat tekintve lehetnek gaz, folyadék vagy szilard
membranok. A gdz membranok esetében a szétvalasztas atmoszférikus nyomason torténik.
Folyadék membranok esetében az elvalasztandd komponensek, harom egymasra €piil6 fazisban
helyezkednek el, ahol is a szétvalasztas az als6 és a felsé fazis kozott elhelyezkedd koztes
fazison keresztil torténik. A szilard membranokon belll megkulonboztetlink természetes és

mesterséges membranokat.

A természetes eredetli membranok kiilonféle ndvényi vagy allati alapanyagbol késziilnek, mig

a mesterséges membranok kilonféle polimerek fémek, illetve keramiak lehetnek

[CSEFALVAY és MIKA, 2008].

A membranos miveletek altalanos elve a 4. abran lathatd. A szétvalasztas soran a betaplalasi

elegyet a membranmodulban talalhat6 membran fellletére vezetik.
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A membransziirés soran kétféle aramot kapunk, a membran altal visszatartott komponensek
alkotjak a stiritményt vagy masnéven retentatumot, mig a membréanon atdramlott komponensek
képezik a szlirlet vagy permedtum agat. A membranon keresztiili anyagtranszport
megvaldsulasahoz szlikséges, hogy legalabb egy fizikai mennyiségben kilonbség mutatkozzon
meg a sziirlet és a slritmény oldalon. A membransziirés hajtdereje lehet a retentatum és
permeatum oldal kozotti nyomasgradiens, homérséklet-gradiens vagy elektromos potencial-
gradiens [ROMAN, 2010].

szétvalasztando o . O O ° .
elegy OOOOOOOOO ° o O.O% .O OO.O% siiritmény
e A O N A A AN
O ©
' ® o O o o O °
% © Oo o ° ® . OO © o ©
membran sziirlet porusok

4. dbra: A crossflow membransziirés elve [ROMAN, 2010]
2.7.3 Membransziirés jellemz6é mutatoi

Az alabbi fejezetben ismertetem a membransziirés sordn alkalmazandé mutatokat,
alapfogalmakat. A nyomasgradiens altal iranyitott folyamatok esetében a hajtderd, a
transzmembran nyomaskiilonbség, mely a szirlet és a siritmény oldal kozotti

nyomaskilénbséget jelenti.

A suUrlédasi nyoméasveszteség okan, a modul hosszaban a nyomas folyamatosan csokken a
belépd oldaltol a kilépd oldalig, ezzel ellentétben a sziirlet oldalon a nyomas megegyezik a

légkori nyomassal:
TMP = PBE';PKI_ Po (1)

Ahol TMP a transzmembran nyomaskilonbség [Pa, bar], pee a stiritmény nyomasa a modulba

valo belépéskor, pki pedig a kilépéskor, po a sziirlet nyomasa.
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A fluxus vagy permeéacids sebesség megadja a membran egységnyi feliiletén egységnyi id6 alatt
ataramlott anyag mennyiségét. A fluxust is két csoportra oszthatjuk, egyrészt felirhatd a
permatumra vonatkozo fluxus, illetve egy adott komponensre vonatkoztatott fluxus érték is.

Jp= — (2)

Ahol Jp a permeatum fluxusa [L/(m?h)], Ve a permedtum térfogata [L], A a membran
sziiréfeliilete [m?], t a sziirés ideje [h].

crer

masik fontos jellemzd, a szelektivitds. Mig az alacsony fluxus érték kompenzalhato, nvelhetd
abban az esetben ha noveljik a szliréfeliilet nagysagat, ellenben a szelektivitas értéke
nagymértékben meghatdrozza az adott membran alkalmazhatdsagat, illetve a termék mindségét.

A szelektivitast a visszatartassal szokték jellemezni, az alabbi egyenlettel:
= (1= &).
R _( CR) 100 (3)

Ahol R a visszatartas [%], Cp, a koncentracié a permeatumban [g/L] vagy [mol/m®], Cr, a
koncentracié a retentdtumban [g/L] vagy [mol/m3]. A visszatartas értéke 0 — 100% kozotti
értéket vehet fel. Tovabba a visszatartas értéke fligg a nyomastol €s a hdmérséklettdl is, igy

ezen paramétereket is figyelembe kell venni az adott membran/elvalasztas tervezése soran.

A membransziirés egy masik fontos jellemz6je a koncentracios faktor (volume concentration
ratio/reduction, VCR), mely nem egy adott membranra vonatkoztatott paraméter, hanem a
bestrités mértékét/folyamatat hatarozza meg. Megmutatja, hogy a kiindulasi elegy térfogata

hanyszorosa a stiritmény térfogatanak:

VeR=-—1E_ =Y (4)
Ve—Vp Vg

ahol VCR a stiritési arany [-], VF a kiindul&si elegy térfogata [L], Ve a permeatum térfogata

[L]és Vr a retentatum terfogata [L].

A porusos membranokat jellemezhetjiik egyrészt az atlagos porusatmérdvel (porusméret),
illetve az adott membranra vonatkoz6 vagasi értékkel. A vagasi érték (molecular weight cut-

off, MWCO) azt a molekulatdmeget jelenti (Da-ban), amit a membran 90 %-ban visszatart.
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2.7.4 Nanosziirés modellezése

A nanosziir6 membranok megjelenése az 1980-as évekre tehetd, ipari alkalmazasukat tekintve,
egyarant megtalalhatoak a viz- és szennyvizkezelés, biotechnoldgia és élelmiszeripar teriletén.
Az nanosziirés az ultra-, és forditott ozmozis kozott képez atmenetet, ebben a tartomanyban a
porusméret 1 - 10 nm kozott helyezkedik el. A porusméret mellett a membransziirés
jellemezhet6 a vagasi értékkel is, mely a nanosziirés esetében 200 Da és 500 kDa kozott
talalhatd. A nanosziirés (NF) baktériumok, zsirok és fehérjéken tal a cukrok, tobb vegyértéki

ionok kisziirésére alkalmas szétvalaszté muvelet.

A membransziirés szakaszos és folytonos eljardssal is végezhetd, melynek megvalasztisa a
betaplalt anyag mennyiségének a fliggvénye. A miivelet hajtoereje a membran két oldala k6zotti
nyomaskilonbség, mely akar 30 — 40 bar is lehet. A nagyobb nyomasklonbséget, a nanosziir6
membranok siirlibb és kisebb poérusokkal tagolt anyaga indokolja, ugyanis szerkezetébdl

adodoan nagyobb ellenallast fejt ki a mikro-, és ultrasziir6 membranokhoz képest.

Kisebb mennyiségek sziirése esetén szakaszos, nagyobb mennyiségli sziirendd oldatnal
folytonos, masnéven ,,Feed and Bleed” eljarast érdemes alkalmazni. A 2.7.3-as fejezetben
bemutatott membransziirés mutatoi mellett meghatarozo jellemz6 a membran ellenallasa (Rw).
A membransziirés esetében nem elhanyagolhato tényez6 a koncentracio polarizacio (5.4abra),
mely jelentOs hatassal van a sziirés folyamatara. Abban az esetben, ha egy oldatbdl egy adott
komponenst szeretnénk eltavolitani a visszatartas kovetkeztében a membran feliiletén megné a
szilard, illetve oldott anyag (fehérje) koncentracidja. Az igy keletkezd gélréteg vastagsaga a
szlirési 1d6 eldrehaladtaval folyamatosan nd. Ennek a gélrétegnek a vastagsdga minimalisan
csOkkenthetd az oldat sebességének a novelésével, azonban egy 1d6 utan kialakuld egyensuly
kovetkeztében kialakul az ellendramd diffGazi6  kontrollja. Ez az egyensuly a
sziirletteljesitmény,mely a gélréteg és az oldat tomegében 1évd koncentraciokiilonbség
kovetkeztében alakul ki. A membran porusainak eltomédésével és a hatarréteg ellenallas
kovetkeztében a szlirési sebesség csokken [BELAFINE, 2002; TEKIC et al., 1996].
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Cp - permeatum
koncentracio .
Cp-betaplalasi
koncentracio

Membran y PRI Hatarreteg ' Konvektiv  Folyadék

C, - gelréteg i aramlas fotomege
A membran __- sl N koncentracio i
aktiv rétege |
“réteg Diffiizic .

5 abra: A koncentréci6 polarizécio elve [TEKIC et al., 1996]

Nanosziirés esetében, ha a hajtderé fiiggvényében abrazoljuk a fluxust, hasonldéan az
ultrasziiréshez, a fluxus értéke nem nd linearisan hanem egy bizonyos tartoményon til elhajlik.
Ezen tartomany leirdsanak érdekében hoztak létre az ozmotikus nyomas modellt
[RAUTENBACH 1997].

Ennek meghatarozasa a kovetkezoképpen torténik:

_ TMP-Anm
MRy

J ()

Ahol, Am az ozmotikus nyomas kiilonbségét jeloli, mely az alabbi képlettel irhato fel:

Am = m, — m, (6)

A mp és mp @ membran belsé falaban, illetve a sziirletben mért koncentracié. Abban az esetben,
ha a szilirlet koncentracioja elhanyagolhatd mértékli a membran falanal mért koncentracidhoz
képest, akkor mp = 0, igy pedig Am = mp. A hajtdéerd csokkenését a membran falanal
megndvekedett koncentracié okozza, mely folyamatnak a koncentracio fuggése az alabbiak

szerint irhat6 fel:
n=a-c, [Pa] (7)

Ahol a és n, az oldott anyag tulajdonsagaitol és homérsékletétdl fiiggd allandok. A cp a fent
emlitett membran fal melletti koncentracidjat jeldli. A membran fal melletti kocentracidja az

aldbbiak szerint szamithato:

J
ch = Co- ek [g/dm?] (8)
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Az ellenallas modell esetében az oldészer fluxus értékét a membran ellenallas (Rwm) €és a
polarizécids réteg ellenallasa hatarozza meg (Rp). A polarizécids réteg ellenallasa tovabbi két
komponensre oszthato fel: gélréteg (Rg) és hatéarréteg ellenallas (Rn).

A gélréteg és a hatarréteg ellenallasa fligg tovabba a nyomaskiilonbségtol, homérséklettol,
aramlasi viszonyoktdl és az oldat jellemz0 fizikai tulajdonsagaitol. A valtozok ismeretében az

ellenallas modell egyenlete az alabbiak szerint médosul: [FONYO és FABRY, 1998].

TMP
J= ;s Rp = Rg+ Ry (9)

Rpm+ Rp

Tiszta viz esetében a viz fluxusa, az aldbbi képlettel fejezhetd ki:

TMP
Jv = — (10)
M
Abban az esetben ha a (9)-es egyenletbe bevezetésre keriil a dinamikai viszkozitas értéke (n),

a membran ellenallasdnak a mértékegysége 1/m lesz, és nem fiigg a hdmérséklettol.

TMP
n'(Rm+ Rp)

Jv = (11)

A polarizacios réteg ellendllasanak (Rp) szamitasahoz figyelembe kell venni a sziirés soran

fellépd tobbi ellenallasnak is az értékét:
Rr=Rc+RH+Rr (12)
ahol,. Rg: a gélréteg-, Rux: a hatérréteg- és Rr: az eltomddésbol szarmazo ellenallas

A membran hidrodinamikai ellenalldsa (Rm) a desztillalt vizzel végzett fluxus mérésekbdl
szamithato, ebben az esetben nem alakul ki polarizacios réteg (Rr = 0) a membran feluletén.
Mivel a membran poérusai nem tomddnek el, igy az eltomddésbdl szarmazo ellendllas nem

alakul ki (Re = 0).

Az alabbiak alapjan a tisztaviz fluxus szamithato:

TMP
Ny 'Ry

Iy = (13)

ahol Jv : tiszta vizzel mért sziirletfluxus [m3/m? -s], nv: viz dinamikai viszkozitasa [Pa s], Rwm:

membran ellenallasa [1/m], TMP: transzmembran nyomaskulénbség [Pa].

A (13)-as egyenlet alapjan szamithaté a membran ellenallasa (Rwm).
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TMP
Ru = nv-Jv (14)

ahol TMP - transzmembran nyomaskiilonbség [Pa], n — a tej dinamikai viszkozitasa 25 °C-on:

1,74-103 [Pa s], Jv - desztillalt viz sziirletfluxusa [m3/m? - s]

2.8 Statikus keverés alapfogalmai

A membransziirés két alapvetd problémaja a membran poérusainak eltomodése és a
koncentracié-polarizacio jelensége. A membran porusainak eltomoédését  kiilonbozo
makromolekuldk, szuszpendalt szilard anyagok és kolloidok lerak6dasa okozza a membran
feluletén. A porusok eltomddése a permeatum fluxusara van a legnagyobb hatassal, Utobbi az
id6 elteltével jelent6s mértékben csokken. A membran feluletén kialakuld vékony réteg
kdvetkeztében koncentracio polarizacié hatasa lép fel. A folyamat egy bizonyos mértékig
visszafordithatd, azonban a membran poérusainak eltémddése egy id6 utan irreverzibilis. A
kialakult réteg masodlagos sziirdként viselkedik, a lerakodds mértéke fiigg a membran
valamint a folyamat egyéb ilizemeltetési paramétereitdl, tovabba a betaplalas sebességétol,
aramlasi sebességtol, transzmembran nyomasesés eloszlasatol a modulon [GIMMELSHTEIN
és SEMIAT, 2005].

A membran feliiletén kialakulo gélréteg csokkenti a sziirés sebességét, illetve negativan hat a
membran szelektivitasara. Az élelmiszer-, vegyész- és biomérnoki folyamatok tébbségében
Newtoni kdzegeket (n < 0,05 Pa-s) alkalmaznak, melyek aramlésa turbulens aramlasi viszonyok
mellett torténik. A folyamatok intenzifikalasanak, keverésének javitasa érdekében napjainkban

egyre nagyobb szdmban épitenek be statikus keverdket a rendszerekbe.

A jobb keveredés mellett, csokkenthetdek az Uzemeltetési és karbantartasi koltségek, tovabba
csokken a tartozkodasi id6. A statikus kever6k, olyan nem mozgoé betétek, amelyek az aramlas
kinetikajat felhasznalva intenziv keresztiranyl keverést létesitenek az adott rendszerben.
[NEMETH, 1995; VARGA et al., 2019].

A kereskedelemben kaphatd legismertebb statikus keverdket a 9. tblazatban mutatom be
[GHANEM et al., 2013; THAKUR et al., 2003].

9. tblazat: A kereskedelemben forgalmazott statikus keverdk és gyartoik [GHANEM et al.,
2013; THAKUR et al., 2003]
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Gyarté

Modell

Chemineer-Kenics

KM, HEV, KMX, KME, Thermogenizer,
Ultratab, WVM

Sulzer

SMF, SMN, SMR, SMRX, SMV, SMX,
SMXL, SMI, KVM, CompaXx

Ross Engineering

ISG, LPD, LLPD

Komax Systems

Komax, Custody Transfer, Ozone Mixer,
GGM, FRP, Channel Mixer, Triple Action
Mixer

Alfa Laval

ART Plate Reactor

Westfall Manufacturing

Model 2800 Plate Type Mixer

Fluitec CSE-XR
ZelenTech ZT-MX
Wymbs Engineering HV, LV

Lightnin Inliner Series 45, Inliner Series 50
EMI Cleveland
Bran and Luebbe N-form

Toray

Hi-Toray Mixer

Prematechnik

PMR

UET Heliflo (Series, I, 11 and 111)
Noritake N10, N16, N26, N60
Hazai gyartok
StatMIX Kft TETRAMIX, Turbomix

Szelence Képviseleti Kft

Statiflo statikus kevero

Abban az esetben ha noveljik a folyadék aramanak turbulenciajat a membranban, csokken a
koncentracid-polarizacio meértéke, a gélréteg képzodése és a plruseltomddés. Kutatok a tej
ultraszlirésénél figyeltek meg, hogy a mikro-, és ultrasziird csémembran statikus keverdvel
(Kenics) valo kombinalasanak segitségével novelhet? a sziirletfluxus, illetve csokkenthetdek az
uzemi koltségek. Elosegitve ezzel a folyamat hatékonyabb miikodését. A membransziirés soran
30 darab Kenics statikus keverd (6,35 mm bels6é atmérd) kertilt beépitésre a membran modulba
(Membralox™ T1-70) elhelyzett egyjarata keramiacsé membranokba (250 mm hosszu, 6,8 mm
belsé atmérd) [KRSTIC et al., 2002].
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2.9 Membranmiiveletek tejipari alkalmazas

Az Alfa Laval altal kifejlesztett Bactocatch rendszerben a nyers tejet zsirszegény tejre és
tejszinre valasztjak szét. A membransziirés soran, a stiritmény (retentatum) tartalmazni fogja a
tejben talalhat6 baktériumok és sporak jelentds mennyiségét, mig a sziirletben (permeatumban)
jelentdés mértékben csOkken a mennyiségiik. A retentditumot ezutdn standard mennyiségi
tejszinnel keverik 6ssze, majd ezt kdvetden a keveréket h6kezelésnek vetik ala (pasztorizalas),
majd visszavezetik a permeadtumba. Azaltal, hogy a tejnek minddssze csak a 10%-at vetik ala
hokezelésnek, jelentdsen javul az érzékszervi minésége. Az igy alkalmazott Bactocatch
rendszernek koszonhetden jelentés mértékben nd a tej eltarthatosagi ideje, 12-r6l 45 napra 4
°C-os tarolasi hémérséklet mellett, mely megfelel az ESL (Extended Shelf Life) mindségi
kategdrianak.

A baktériumok és sporak eltdvolitasaval nem csak jobb mindségili, novelt eltarthatdsagi idével
rendelkez6é tejet lehet elGallitani, hanem az eltavolitott sporaknak és baktériumoknak
koszonhetéen javul az egyes savOfehérje-koncentratumok és izoldtumok mindésége. Az
eléallitott savofehérje-koncentratumok és izolatumok megérzik funkcionalis tulajdonsagaikat,
tejsavofenérjéket mas termekek funkcionalis tulajdonsagainak a javitasara alkalmazzak, ezzel

javitva az egyes termékek gélképz6 és emulzifikald tulajdonsagat [KUMAR et al., 2013].

HENNING és munkatarsai 2006-0s kutatasai soran megallapithatd, hogy a sajtgyartas tertletén
egy teljesen Uj szegmens valik elérhetdvé a membransziirés alkalmazasaval. A membransziirés
sorén kapott siiritmény alkalmazasa, mint sajtgyartas alapanyaga, jelentdsen csokkenti az

eldallitasi €s gyartasi koltségeket a sajtgyartas soran.

Emellett csokkenthetd a gyartasi 1d6, mely tovabbi elonyds gazdasagi mutatokkal jar. A javulo
tdpanyag Osszetétel mellett nagyobb hozam volt elérhetd a sajtgyartds soran, mely a

megnovekedett szarazanyag tartalomnak volt koszonhetd.

A k — kazeinek ¢és glikomakropeptidek (GMP) elvalasztasaval iranyithato, csokkenthet6 az E.
coli sejtek bélfalakon valé megtapadasanak a képessége, melynek gyogyszerészeti jelentOsége
van [KUMAR et al., 2013].

A sajtgyartashoz felhasznalt minden 100 kg tej 10-20 kg sajtot és 80-90 kg tejsavot eredményez.
A tejsavo a sajtgyartas mellékterméke, amit sokaig értéktelennek tartottak, igy megszabadultak

téle.
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Késébb felfedezték, hogy kivald tapanyagforras, ugyanis a gyartas utan a 93,0-94,0% vizen
kiviil az eredeti tejbdl laktozt, oldhaté fehérjéket, asvanyi anyagokat, tejsavat és zsirokat,
valamint egyéb OsszetevOket, példaul citromsavat, és nem fehérje nitrogénvegyuleteket
tartalmaz (NPN — Non Protein Nitrogen) [AGUERO et al., 2017].

A tejsavo feldolgozasara a leggyakrabban alkalmazott membransziirési eljaras az ultrasziirés,
amelyet az 1970-es évektdl alkalmaznak tejfeldolgozé iparban. Az alkalmazott technikaval
lehet6ség van a tejsavofehérjék koncentralasara. A laktoz és az asvanyi-anyagok a membran
porusain atjutnak és permeatumként tavoznak a savobol. Az igy keletkezett tejsavo-
koncentratum taplalék-kiegészitéként, vagy funkcionalis élelmiszerek Osszetevoiként keriilnek
felhasznélasra [DUKE és VASILJEVIC, 2015].

A tejiparban a membransziirés kiemelt szerepet képvisel, ugyanis a membransziirés
alkalmazaséaval novelheto a tejtermékek funkcionalis tulajdonsaga. Az esetek jelentds részében
a  membranszirés  bizonyos  komponensek  dusitasat  jelenti  (a-laktalbumin,

laktoferrin,immonglobulinok).

Az o-laktalbumint és az immunglobulinokat csecsemd tapszerekben, a [-laktoglobulint
feliletaktiv tulajdonsagainak koszonhetéen stabilizatorként hasznaljak cukraszsiitemények
esetében. A csokkentett allergéntartalmu termékek eldallitasanak kozponti eleme jelenleg a
csecsemditapszerek  eldallitdisaban  mutatkozik meg. Tovabbi  kutatdsok  alapjan
membranbioreaktorok alkalmazasaval csokkentett allergéntartalmu tej is eldallithatd, mely a
késGbbiekben alapjat képezheti az allergénmentes tejtermékek elallitasanak [MAZZEI et al.,
2010; AKIN et al., 2012].
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2.10 Enzimes hidrolizis

Doktori munkam soran a bioaktiv peptidek elballitasat enzimes hidrolizis alkalmazasa mellett
végeztem el, melyet a 2.8-as fejezetben mutatom be. Az enzimek szdmos bioldgiai folyamatot

iranyitanak és az iparban sz&mos terlletén alkalmazzak dket kiilonb6z6 termékek eldallitasara.
2.10.1Enzimkinetika

Az enzimreakciok kinetikajat Leonor Michaelis és Maud Menten irta le elészor az 1913-as
években [DIXON és WEBB, 1964].

A Michaelis-Menten modell szerint az eznimkinetika alapjat képezi az adott enzim (E) és
szubsztrat (S) altal képzddd intermedier komplex (ES), mely tovabbi reakcidk soran alakul

termékke (P). Az alabbi kinetikai modell az aldbbiak szerint irhat6 fel (15):

k.
! k

S+tE < T ES » P+E

A J

A modell elsd felében a folyamat reverzibilis, mig a masodik szakaszdban mar irreverzibilis.
Az alkalmazott modell esetében feltételezzilik, hogy a szubsztrat koncentracidja (S) nagyobb

mint az enzimé (E), tovabba mennyisége idoben allandonak tekinthetd:
(Ep) = (E) + (ES) (16)

Ahol, az E; a teljes enzimkoncentracio, E a szabad allapotban 1év6 enzimkoncentracio, ES pedig
az enzim-szubsztrat komplexben 1évé enzimkoncentracid. A sztochiometriai egyenletre

felirhatjuk a koncentraciok idébeli valtozasat:

d
8 =k, (ES) (1)

Az egyenletbdl jol latszik, hogy a termékképz6dés idébeli valtozdsa aranyos az enzim-

= ze7

reakciok Kinetikajat leiro alapegyenletet:

_ ko (Et)(S)
Ks+(S)

(18)

Ahol, v a reakciosebesség, Ks (k-1/k1) a Michaelis-Menten allandé. Abban az esetben ha a

szubsztrat (S) koncentracidja nagy, az enzim teljes mennyisége komplex formaban lesz
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megtalalhat6 (ES), melynek kdvetkeztében a reakciosebesség maximalis ertéket képvisel, mely
szerint a (17)-es egyenlet az aldbbiak szerint valtozik, mely a Michaelis-Menten egyenlet
kdzismert formaja:

_ Ymax &)

Ks+(S) (19)

2.10.2Proteaz enzimek

A proteazok a fehérjebont6 enzimek csoportjaba tartoznak. Létfontossagu szerepet téltenek be
mind az allati mind pedig a névényi szervezetekben, igy mindkét csoportban megtalalhatdak a
protedz enzimek. Hasitasi mechanizmusuk a fehérjékben 1év6 peptidktések bontasaval valdsul
meg, melynek soran a fehérjékben 1év6 peptidkotéseket az enzimek tovabb hidrolizaljak
aminosavakra. Az egyes proteaz enzimek mind egy-egy specialis szekvencia mentén hasitanak,
igy minden enzim specifikusnak tekinthet az aminosavakra. A protedz enzimeket két tovabbi

alcsoportba sorolhatjuk, az endo- és exopeptidazok csoportjaba.

Azokat a protedzokat, amelyek a fehérjelanc belsejében hasitanak endopeptidazoknak, mig a
lanc végén bontokat exopeptidazoknak nevezziik.

Ipari alkalmazas tekintetében az endopeptidazok alkalmazésa terjedt el leginkabb, ebbe a
csoportba sorolhatok a szerin proteindzok (tripszin, kimotripszin), tiol proteinazok (papain),
savas proteinazok (pepszin, kimozin) és a fémtartalmu proteinazok [MEHTANI et al., 2013].

A protedz enzimeket az élelmiszeripar szamos teriletén alkalmazzék, ilyen példaul a szbja
sz6sz eldallitas, hiispuhitas és tovabbi élelmiszeripari hidrolizatumok gyartdsa. Az enzimes
hidrolizisnek azonban hatranyai is vannak. AKHTARUZZAMAN és munkatarsai 2012-es
munkdja soran lathato, hogy a szojafehérje hidrolizadtumok esetében jelentds mértekii a keserii
iz komponens megjelenése. A keserlis€g mértéke az adott hidrolizatumban nagymértékben fiigg
a fehérjében talalhato hidrofob kotések szamatol. Azonban ez a keserliség csokkenthetd olyan
enzimek alkalmazasaval, melyek a hidrofob kotések mentén hasitanak [AKHTARUZZAMAN
etal., 2012].

SHU és munkatarsai 2018-as munkajukban tehéntej és kecsketej hidrolizisét vizsgaltak négy
kiilonboz6 enzim (alkalikus protedz, tripszin, bromelin, papain) alkalmazédsa mellett, mely
soran vizsgaltdk az alkalmazott paraméterek (enzim koncentracio, tartdzkodasi ido)
fliggvenyében a hidrolizis fokat (DH — Degree of hydrolysis) és az ACE (angiotenzin-

konvertalo enzim) mennyiséget.
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A hidrolizis foka az alkalmazott négy enzim kozul az alkalikus proteaz esetében volt
legmagasabb (DH = 60%), ahogyan az ACE enzim gétlé mennyisége is ebben az esetben volt
a legnagyobb (ACE = 70%). Tovabba az elvégzett kisérletek alapjan jol lathato, hogy a
hidrolizis foka és az ACE gatlé enzim mennyisége kdzo6tt nem all fent szoros kapcsolat [SHU
etal., 2018].

A fehérjék hidrolizise, hidrolizatumok elallitdsa soran keserli peptidek szabadulhatnak fel,
melyek jelentésen megnehezitik az egyes fehérjehidrolizatumok gyakorlati alkalmazhatdsagat.
A fehérjék oldhatosaga és a hidrolizis hatasfoka kozvetleniil befolyasolja a kialakuld keserti
peptidek aranyat, mennyiségét. CUI és munkatarsai 2021-es kutatasa soran megallapitast nyert,
hogy az alkal&zzal végzett enzimes hidrolizis soran nagyobb aranyban szabadulnak fel keserti
peptidek, mig a Protamex enzim alkalmazéasa esetén mar kisebb mennyiségben voltak
detektalhatéak a keserli izt okozd peptidek. Empirikus 0Osszefuiggés all fent a peptidek
hidrofdbicitasa és a keserti iz kdzott, mely szerint a hidroféb aminosavakbdl nagyobb eséllyel
keletkeznek keseri peptidek, ellenben a hidrofil aminosavakkal. Ezt a Korrelaciot Q-
szabalyként, értékként ismerik, mely az 1400 cal/mol-nal nagyobb Q-értékkel rendelkezé
peptidek esetén keser(i iz jelenlétére utal [MAEHASHI et al., 2008; CUI et al., 2021].

2.10.3Tripszin enzim

A tripszin egy endopeptidaz (EC 3.4.21.4) enzim, mely a szerin protedzok csoportjaba tartozik,
ezen csoport kozos jellemzoje hogy aktiv centrumukban szeril- és hisztidil-oldallanc talalhato,
szerkezeti struktiraja a 6. abran lathato. A szerin protedz enzimek a fehérjék bontasat végzik és

szamos gerinces €161ény emésztérendszerében megtalalhatok.

Molekulatomege 23,8 kDa, szintézise a hasnyalmirigyben torténik inaktiv acinussejtekben
inaktiv prekurzorok (zimogének) formajaban, mely a bél nyalkahartydjabol bélhamsejtek
kefeszegélyében talalhatd enterokindz enzim hatasara aktiv formava alakul. Katalitikus hatasat
bazikus kozegben fejti ki, melynek optimalis tartomanya pH 7-11 kozotti.
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6. abra: Tripszin enzim szerkezeti felépitése [LEIROS et al., 2004]

Az aktiv centrumban bont, jellemzben a szerin oldallanc a katalitikus hely. Fehérjék esetén az
Arg és a Lys oldallancot hasitja a C-terminalisa fel6l. A termékei a poli- és oligopeptidek és az

aminosavak.

Az enzim specifitasaért a katalitikus zsebben talalhat6é negativ aszpartat rész felel6s, melynek
hatasara a pozitiv toltési lizin és / vagy arginin rész stabilizalodasa, illetve vonzasa torténik
[UMEYAMA et al., 1984].

Hatasmechanizmusa a tobbi szerin proteaz enziméhez hasonl6d, Kkatalitikus triadot
tartalmaznak, mely a hisztidin -57, aszpartat -102 és szerin -195 helyen talalhat6. A tripszin

enzim altal katalizalt enzimes reakciok termodinamikailag kedvezdek, azonban jelentds

aktivalasi energiat igényelnek [POLGAR, 2005].

A tripszint széles korben alkalmazzéak kilonféle fehérje szekvenalas és kulonféle aminosav
elemzések soran. Elony0s tulajdonsagai koz¢ tartozik, hogy aktivitasat hosszu idén at képes
megorizni alacsony hémersékleten mind liofilizalt, mind pedig oldat forméban alacsony pH
értéken tartva [BAIRD, 2013].

KIM és munkatarsai 2007-es munkajuk soran szamos enzim miikodését vizsgaltak tejsavo
fehérje koncentratumok hidrolizisével. Vizsgalataik soran a nativ, elémelegitett savofehérje
hidrolizatumokat 50°C-on, kiilonb6z6 enzimkoncentraciok és kezelési idok mellett vizsgaltak
(30- 60- 90 perc; 0,1%, 0,5% és 1% pepszin és 0,1%, 0,5% és 1% tripszin).
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Az elvégzett kisérletek soran megallapitast nyert, hogy a hidrolizis foka/mértéke (DH) nagyobb
enzimkoncentracié és hosszabb kezelési id6 esetén magasabb volt. A legmagasabb foku

hidrolizis az 1% pepszin és 1% tripszinnel val6 120 percig tartd kezelésnél volt mérhetd.

A nativ allapotban 1évé a-laktalboumin és B-laktoglobulin esetében kiilonb6z6 a degradacid
mértéke. Az a-laktalbumin degradacioja 0,1% pepszin és 0,1% tripszinnel val6 kezelés esetén
minimalis mértékii volt, azonban az alkalmazott enzimek 0,5%-0s koncentracidjaban 60 perces
kezelési id6 esetén a hidrolizis teljesen végbement. Nativ tejsavo koncentrdtumok esetében az

alkalmazott enzimek nem fejtettek ki hatast a B-laktoglobulin esetében [KIM et al., 2007].

Hasonlé eredményeket kaptak abban az esetben mikor Protedz 2A és tripszin enzimekkel
hidrolizaltak a savofehérjéket. Az eredmények szintén azt mutattdk, hogy magasabb
enzimkoncentracid esetén magasabb foku hidrolizis volt mérhetd, azonban kiilonbozd volt a
hidrolizis utan felszabadulé szabad aminosavak 0Osszetétele. Az alkalmazott Protedaz 2A
esetében ugyan nagyobb volt a felszabaduld szabad aminosavak mennyisége, azonban kisebb
specifitas volt megfigyelhetd. Tripszin esetében magas lizin koncentracié volt mérhetdé mely az

enzim specifitasabdl adodik [PINTADO et al., 1999].

A tejfehérjék tripszinnel végzett enzimes hidrolizise elGsegiti a peptidek baktériumsejtekbe
val6 bejutdsat, ugyanis a hidrolizis soran a fehérjék molekulatémege csokken, a fehérjék
peptidekké hasadnak. Kutatasok bebizonyitottak, hogy az enzimes hidrolizis sordn a
fehérjestiritmény antioxidans kapacitasa az alkalmazott DPPH és FRAP vizsgalatokkal mérve
alacsonyabb abban az esetben, ha a hidrolizis a mikrobidlis fermentacio utan torténik. Ez azzal
magyardzhato, hogy az alacsony molekulatomegili peptidek transzportja sokkal kdnnyebben
végbe megy intracellularis kdrnyezetben, ahol is kilonféle nitrogén metabolitokkd majd ezt
kovetéen aminokka alakulnak [KUNIJI et al., 1996].
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1 Alkalmazott UHT (Ultra High Temperature) tej

Doktori munkam soran UHT tehéntejet hasznaltam, mivel annak eltarthatosagi ideje jobb, mint
az ESL tejé. Tovabba, az UHT tejben 1év6 fehérjék koagulacidjanak az esélye a tripszinnel
végzett hidrolizis és mikrobidlis fermentacio alkalmazéasa mellett elhanyagolhatd az ESL tejhez

képest.

Az UHT tehéntejet (Riska Zero UHT tej 1 | - 0,1%) a SPAR Magyarorszag Kereskedelmi Kft
Budapesti szupermarketében vasaroltam. A vizsgadlt UHT tej tejfehérje, laktoz és
zsirkoncentracidja atlagosan 31 £ 0,1 g/L, 47 + 0,84 g/L és 1 £ 0,12 g/L érték volt, mig a pH-

ja 6,8. A feldolgozésra keriil6 mintat 10 °C-on taroltuk hiitészekrényben.
3.2Membransziiré berendezés

A laboratoriumi kisérleteket a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Elelmiszertudomanyi
és Technoldgiai Intézet Elelmiszeripari Miiveletek és Folyamattervezés Tanszékén dsszeallitott
membransziiré berendezésen végeztem (7-8. abra). A membransziirés soran kapott siiritményt

(retentatum) tovabbi kezeléseknek vetettem ald, melyet a 9. dbra mutat be.

UHT te) Retentatum
ok “ 1 Téaptartaly
Vizbe _
& .3 ! 2 | Membranmodul (NF)
K- S .
1 3 Rotaméter
Viz ki 6 4 Szivatty(
- 8
5-6 Nyomdsméro
4 7-8 Szelep
Permeatum

7. &bra: UHT tej nanosziirésére kialakitott membransziiré berendezés

50



L]
®
(]
3
L]
.
L)
.

8. é&bra: UHT tej nanosziirésére kialakitott membransziiré berendezés

Az UHT tej betoltése egy duplafalt Gvegtartalyba tortént, melynek kdpenyterét termosztathoz
kapcsolva alland6 hoémérsékletet lehetett fenntartani. A keresztaramban miikodtetett
membransziiré berendezésben a betaplalt tej kétféle titon tud haladni a berendezésen belul. Az
egyik aramlasi irdnyban a tej, a szivattyun, membranmodulon, rotaméteren, majd végul a
taptartalyon keresztiil vezet, mig a masik esetben egy Bypass elkeriild agon at. A tej aramlasat,
a membransziiré berendezéshez kapcsolt szivattyt segitségével tartottam fent, mig a retentatum
¢s permeatum oldali nyomaskiilonbséget a modul be és kivezetd szakaszahoz csatlakoztatott

nyomasmérdvel allitottam be.
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Retentatum

<+

UHT Tej —l

NF - Nanoszirés

l

Enzimes hidrolizis

l

l

Permeatum

Csokkentett allergén
tartalmu fehérjestiritmény

9. abra: Csokkentett allergéntartalmu bioaktiv peptidek eléallitasanak technoldgidja

tejfehérjestiritménybdl

Az alkalmazott UHT tej siiritése keramia csémembran alkalmazéséaval tortént, amit egy

rozsdamentes acélbdl készilt egycsatornas keresztaramu membranmodulba helyeztem, melyet

a 10. dbra mutat be. A membran aktiv feltlete titanium-oxidbol, valamint aluminium-oxidbdl

all.

%

10. &bra: Egycsatornas keresztarami membranmodul (NF = 5 nm) statikus kever6 beépitése

elott
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A membransziiré berendezésben alkalmazott szerelvények tipusait az alabbiakban mutatok be:

e Nanosziiré membran: Membralox® T1-70 , Pall Corporation, Crailsheim, Németorszag,
porusméret: 5 nm, aktiv feliilet: 0,005 m?

e Szivattyd: Modell — E2-203-H1FN4S, 2,2 kW 3HP

e Rotaméter: P tipusu savallo 1/2” 252215 kéda; mérési tartomany: 60 - 600 L/h

e Nyomasmér6: EN837-316SS WIKA; mérési tartomany: 0-6 bar; felbontés: 0,2 bar

e Szelepes csap: 1/2" (RB-RS12)

e Statikus keverd: Spiralis kialakitasa (Inox, Backi Petrovac, Vojvodina, Szerbia)

A tej hémérsékletét a membransziir6hoz kapcesolt termosztattal tartottuk stabil 25 °C-on, amely
a tartaly kdpenyterében aramoltatta a vizet. A térfogataramot rotaméter segitségével, a nyomast
pedig szelepekkel allitottam be. A membransziirés soran egy rozsdamentes acélbol késziilt
statikus kever6t (SS316) hasznaltunk a fluxus értékének novelése és a koncentracio polarizacio
értékeének csokkentése érdekében. A statikus kever6t az alkalmazott kerdmiacs6 membran
belsejében helyeztem el, mely statikus keverd rogzitését egy egyszer dréttal végeztem el, amit
a fém keverdbe furt lyukon fiiztem at. A kereskedelemben kaphato csémembrant modositottam
egy 6,5 mm atmérdjli, 241 mm hosszu statikus keverdvel, mely a rendszerbdl barmikor
eltavolithatd, illetve cserélhetd. Az nanoszird membran €s a statikus keverd részletes leirasat a

10. tablazat mutatja be.
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10. tdblazat: NF membran és az alkalmazott statikus keverd karakterisztikaja

Keramiacs6 membran
. Statikus keveroelem
karakterisztikaja

Menetemelkedés
Porusméret 5nm -atmér6 arany; 2
(Lead/Diameter)

Hossz 250 mm Atmérd 6,5 mm
Bels6 atmérd 7mm Teljes hossz 241 mm
Kiils6 atmérd 10 mm Menetemelkedés 13,2 mm

] Keverdelemek
Aktiv felulet 5x 1073 m? ) 36

szama
Aktiv réteg Titanium oxid Vastagséag 1,2 mm
. o o . Rozsdamentes
Tamaszto réteg | Aluminium oxid Anyag ]
acel (SS316)

A sziirés soran a stritési arany (VCR — Volume Concentration Ratio) értéke minden esetben
kétszeres volt, a betaplalt tejet a felére siiritettem. A membransziirést szakaszos lizemelési mod
mellett végeztem. Szakaszos Uizemelés eseteében a taptartalyba 1,4 L UHT tejet téltok, majd a

membranszirés soran 700 mL értékre sliritem be.

Kisérleteim sordn vizsgaltam tovabbd a membransziirés energiafogyasztidsat, melyhez a
miitkodési paramétereket valtoztattam. A transzmembran — nyomaskulénbséget (TMP) 2 — 3 bar
érték, a recirkulécios térfogataramot (RFR) 100 — 200 L/h k6zott valtoztattam statikus keverd

alkalmazasaval és nélkile.

A sziirés végeztével a nanosziird membrant tobblépcsds vegyszeres tisztitasnak vetettem ala,
ami elengedhetetlen a membran kovetkezd kisérletben valé alkalmazéasahoz. Az alkalmazott
membran tisztitdsa és kondicionalasa utan ionmentes vizzel végeztem el a tiszta viz fluxus

mérését.
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A berendezés mosasat 1igos és savas pH-ju vegyszerek kombinalt hasznalataval tovabba a
vegyszeres mosasok kdzott ionmentes vizzel végeztem. A mosas paramétereit az aldbbiakban
percen keresztiil amit (2) 30 perces ionmentes vizzel valé mosas kovetett. Ezt kovetden a (3)
lepésként 10 g / L citromsavat hasznaltam, szintén 30 percen keresztil majd (4) a folyamat
végen ionmentes vizzel 1 6ran &t mosom a membrant. Az Ultrasillel és a citromsavval végzett
tisztitas soran 200 L / h recirkulacios térfogataramot és 0,8 bar transzmembran nyomast
alkalmaztam, mig az ionmentes vizzel valo tisztitas soran 5 bar transzmembran nyomast és 200

L / h recirkulécios terfogataramot alkalmaztam.
A permeéatum fluxusanak meghatarozasat a (2) dsszefliggés alkalmazéaséaval szamitottam Kki.

A membransziir6 berendezés taptartalyaba toltott UHT tej mennyiségenek a felére
csOkkenésének pillanataban (VCR = 2), szamithaté a folyamat sordn a szirlet fluxusanak

csokkenese a kezdeti és a végallapot ismeretében az alabbi egyenlet alkalmazasa mellett:

A] (%) = (]Initial - ]Final) - 100/Jnitiar (20)

Ahol, a 4] a permeatum fluxusanak csokkenése [%], Jinitia @ kezdeti fluxus [L/(m?h)], Jeina @
sziirés végén mért fluxus érték [L/(m?h)] [NATH et al., 2017].

A nanoszilirés soran a membranmodul belépd és kilépd oldalan mért nyomads értékek
regisztralasa folyamatos volt, mely adatok ismeretében meghatarozhat6 volt a membransziirés

energiaigénye, az alabbi egyenlet alapjan:

Es = (Qr - 4p)/Umitiar * A) (21)

Ahol az Es a membransziirés folyaman mért energiafogyasztas [KWh/m®], Qra recirkulacios
térfogataram [L/(m2h)], Ap a nanosziirés soran mért nyomaskiilonbség [Newton/m?], A a
membran aktiv feliilete [m?], Jinitiar @ kezdeti fluxus [L/(m?h)] [NATH et al., 2017].

3.3Tejfehérje sliritmény enzimes hidrolizise

A bioaktiv peptidek eléallitaisahoz a membransziirés soran keletkezé retentatumot (fehérje
stiritmény) hasznaltam. Az enzimes hidrolizis megkezdése el6tt a stiritményt 1 6ran keresztiil
40 °C-on inkubaltam. Az inkubalast és az enzimes hidrolizist a Solida Biotech (Miinchen,
Németorszag) altal forgalmazott laboratériumi bioreaktorral végeztem, mely a 11. abran

lathato.
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Az alkalmazott bioreaktor lehetéséget nyajt szamos miikodési paraméter egyideji
szabalyozasara, jelen esetben dinamikus szabalyozast tesz lehet6vé a homérséklet, pH
értékében. A Solida Biotech bioreaktoranak magassag/atmér6é aranya H/D 2:1-hez arényd,
kapacitasa 600 mL. A fehérjestiritményt az inkubaciés i1d6 letelte utdn kiilonb6zo
koncentracioban kezeltem tripszin enzimmel, mely koncentraciok a kovetkezOk voltak:
N1=0,008 g/L, N2=0,016 g/L, N3=0,032 g/L. Tripszin enzimként (EC 3.4.21.4) a Sigma-
Aldrich altal forgalmazott liofilizalt T8658 (CAS 9002-07-7) készitményt hasznaltam, melynek
molekulatdmege 23,8 kDa. A harom enzimkoncentracio elkészitéséhez 450 pL, 900 pl, 1,8 mL
tripszinoldatot torzsoldatbdl (tripszin koncentracidja 0,009 g/mL) injektaltam egy 0,22 pm-es
steril hidrofil poliéter-szulfon (PES) fecskend6sziiron (LAB-EX Laborkereskedelmi Kft,
Budapest) keresztiil a tartalyba toltott S00 mL stiritménybe [CHEISON et al., 2010].

A tripszin torzsoldat elkészitéséhez 0,009 g tripszin enzimet és 1 mL desztillalt vizet
hasznaltam. A vizsgalt tripszin torzsoldat enzimaktivitasa 15,6 AU/(sepg) volt. A tripszin
enzimmel végzett hidrolizis sordn az egyes enzim koncentriciokhoz tartozd enzimaktivitas
értékek a kovetkezOképpen alakultak: 0,008 g/L (0,014 AU/(seng)), N2=0,016 g/L (0,028
AU/(s*ng)), N3=0,032 g/L (0,056 AU/(s*png).

A fehérjestiritmény enzimes hidrolizisét 40 °C-on 10 percig 175 rpm (Revolutions Per Minute)
értéken végeztem. Az enzimes hidrolizis folyamata kdzben a koncentratum pH értéke 6,8-as
értékre volt bedllitva, melyet a bioraktor automatikus szabalyozdsdnak kdszonhetéen
folyamatos kontroll alatt lehetett tartani. A stabil pH érték 2 N-os Natrium Hidroxiddal volt
biztositva.

A 10 perces enzimes kezelés befejezését kovetéen fecskendd segitségével 20 mL mintat
tavolitottam el a rendszerbdl, majd azt egy mintatartoba helyeztem. Az inaktivalasat 70 °C-on
30 percig végeztem, mely esetben a bioreaktor hémérséklet értékét alliottam at, mig a keverés
fordulatszdmat azonos értéken tartottam. Az inaktivalasi hémérséklet értékét szakirodalmi
forrasok alapjan nem javasolt 70 °C f61¢ emelni, ugyanis a-laktalbumin és a -laktoglobulin 75
°C folotti hdmérsékleten kicsapodhat. Az inaktivalas utdn a mintdkat szobahdmeérsékletre (25
°C) hitottem, és igy készen alltak a tovabbi vizsgalatok elvégzésére [ELFAGM és
WHEELOCK, 1978].

56



11. dbra: Solida Biotech bioreaktor

3.4Mikrobialis fermentacio

A fermentéaciot CHR Hansen FD-DVS YF-L812 Yo-Flex® (Nienburg, Germany) tipusu starter
kultdraval végeztem, mely liofilizalt formaban tartalmazta a Lactobacillus delbrueckii subsp.

Bulgaricus és Streptococcus thermophilus mikroba torzseket.

Az enzim deaktivalasa utan a tejfehérje-koncentratum hémérsékletét 45 °C-ra csokkentettem.
A hiitést kdvetden, a tovabbi vizsgdlataimhoz a Solida Biotech bioreaktorban eldallitott 500 mL
tejfehérje-koncentrdtumot hasznaltam. Doktori munk&mban a glilk6z, fermentéciora gyakorolt
hatasat 50 mL térfogatu falcon csdvekben vizsgaltam, mely soran az 500 mL stiritményt mintak
szerint falcon csovekbe toltottem szét. Ebbol a célbol 45 mL nanoszirt tejfehérje-
koncentratumhoz és enzimekkel kezelt folyekony tejfehérje-koncentratumhoz aszeptikus
kortalmenyek kozott kiulon hozzaadtam 1,35 mL 40% -os steril glikdz térzsoldatot egy 0,22
pm-es hidrofil poliéter-szulfon (PES) fecskendésziirdn keresztiil. Az elkeészitett mintak gliikoz
koncentracidja 30 g/L volt. A steril glikdzoldat elkészitéséhez a desztillalt vizet autoklavba
helyeztem, majd 121 °C-on 15 percig kezeltem. Ezt kovetéen hozzaadtam a szikséges glikoz

mennyiségét, majd 60 °C-on enyhe razatas mellett elegyitettem az oldatot.
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A korabbiakhoz hasonléan hémérséklet- és pH-érzékelé szondat (Testo 206-pH1, Testo-AG,
Reutlingen, Németorszag) helyeztem a fermentacios kdzegbe, hogy a fermentéacids folyamat
homérsékletének és pH-értékének percenkénti rogzitését az erjesztési folyamat sordn nyomon
kovethessem. A hémérséklet- és pH-érzékel6 szondat a fermentacios kozegbe vald helyezés

elott, 70 %-os etanollal fertdtlenitettem, elkeriilve ezzel a mintak szennyezddését.

Mindegyik mintat inkubatorban (HACH, Dusseldorf, Németorszdg) a fermentacio
hémérsékletére elémelegitettem, hogy elérje a 45 °C-os hémérsékletet, majd ezt kdvetden az

egyes mintakba 30 pL torzstenyészetbdl szarmazo kulturat oltottam be.

Breed modszere szerint a Streptococcus thermophilus és Lactobacillus bulgaricus fermentacios
kdzegben megtalalhatd mennyisége 5,5 x 108 TEK/mL (Telepképzé egység), illetve 1,5 x 107
TEK/mL volt [BESHKOVA et al., 1998]. A mintak fermentalasat 45 °C homérsékleten 6 6ran
at inkubéatorban végeztem (HACH, Dusseldorf, Németorszag) [LI et al., 2019].

3.5Analitikai vizsgalatok

Doktori munkdm sorén kiilonféle analitikai vizsgalatokat végeztem az eldallitott mintakon,
melyeket a 3.5-0s fejezetben mutatok be. Az analitikai vizsgalatok kozott szerepel, az SDS-
poliakrilamid gélelektroforézis, antioxidans tartalom meghatarozas (FRAP, DPPH), ACE gatlo6

enzimek, mikrobioldgiai gatlas, fehérjetartalom vizsgalata, illetve a fehérjék immunblottja.
3.5.1 SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

Natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) mddszert alkalmaztam a
kiindulasi tej (UHT, Ultra High Temperature), a tejfehérje-koncentratum (NF, nano filtered),
az enzimmel kezelt (N1, N2, N3) és a fermentalt mintak (N1Y, N1Y+G, N2Y, N2Y+G, N3Y,
N3Y+G, NFY, NFY+G) esetében. A mintak kodolasat, a 11. tdblazat mutatja be. A fermentalt
mintakat starter kulturaval allitottam elé, mely kultara liofilizalt formaban tartalmazta a
mikroba torzseket. A molekulatémeg szerinti fehérje-eloszlasanak meghatarozasara vertikalis
gélelektroforézis rendszert hasznaltam (Bio-Rad Mini Protean 3 Cell, Bio-Rad Hungary Ltd).
A hasznalt molekula standardok (BioRad, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards,
1610374, USA), illetve kazein (20-30 kDa) és savofehérjék (a-laktaloumin - 14,4 kDa; (B-
laktoglobulin - 18 kDa) a gél kontroll savjaira keriltek felvitelre. BioRad power PAC1000
fesziiltségado késziiléket alkalmazva, a beallitott paraméterek a kdvetkezdk voltak: U = 200 V

konstans; | =54 mA, P = 11W, futtatas id6 = 60 perc.

58



11. téblazat: Vizsgalt mintak kddolasa (SDS-PAGE)

Minta ]
] Minta leiras
kodok
NF NF tejstiritmény
N1 0,008 g/L tripszinnel kezelt NF tejstiritmény
N1Y 0,008 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény
N1Y + G 0,008 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény +
Glikoz
N2 0,016 g/L tripszinnel kezelt NF tejstiritmény
N2Y 0,016 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény
N2Y + G 0,016 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény +
Glikoz
N3 0,032 g/L tripszinnel kezelt NF tejstiritmény
N3Y 0,032 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény
N3Y + G 0,032 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény +
Glikoéz
NFY Fermentalt NF tejstiritmény
NFY + G Fermentalt NF tejstiritmény + Gliikoz

Az akrilamid és biszakrilamid tartalmu futtatogél és a gytijtégél koncentracioja 15%, illetve 6%
volt. A futtatogél és gylijtogél elkészitéséhez A- B- C- E- oldatokat hasznaltam melyek
Osszetételiiket tekintve az alabbi volt: A-oldat (BioRad 1610156), 30% Acrylamide/Bis
Solution, 29:1, 500 ml, B-oldat (pH 8,8): 2 M Trisz-HCI, C-oldat: 0,347 M SDS, E-oldat (pH
6,8): 0,5 M Trisz-HCI. A 15%, illetve 6%-0s gelek Gsszetétele: 15%-0s elvalaszto gél-oldat: 4
ml A-oldat; 1,8 ml B-oldat; 50 ul C-oldat; 2,06 ml desztillalt viz; 6 ul TEMED; 50 pnl
ammaonium-perszulfat-oldat, 6%-os gytjtégél: 0,5 ml A-oldat; 27,5 ul C-oldat; 0,33 ml E-oldat;

1,6 ml desztillalt viz; 3 ul TEMED; 25 ul ammadnium-perszulfat-oldat.
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A gél zsebeibe a mintak felvitele (10 uL) elétt futtato-pufferrel (0,025 M Trisz, 0,0035 M
SDS, 0,193 M glicin) toltottem fel az egyes zsebeket.

Az alkalmazott 15%-os futtatogél elkészitéséhez az alabbi oldatokat hasznaltam: 4 mL A-oldat;
1,8 mL B-oldat; 50 pL C-oldat; 2,06 mL desztillalt viz; 6 uL TEMED; 50 pL ammonium-

perszulfat-oldat.

A 6%-o0s gyljtoégél Osszeallitaisahoz szintén oldatok megadott mennyiségét hasznaltam az
alabbiak szerint: 0,5 mL A-oldat; 27,5 uL C-oldat; 0,33 mL E-oldat; 1,6 mL desztillalt viz; 3uL
TEMED; 25 pL ammonium-perszulfat-oldat.

A mintak higitasat 2-merkaptoetanolt tartalmazé Laemmli-féle mintaold6 pufferrel (BioRad

1610737: 2x + 10% B-merkapto-etanol) végeztem, majd 5 percig forraltam a mintafelvitel el6tt.

Az elektroforézis befejezése utan a szeparalt fehérjéket 20 percig fixaltam 20% triklor-ecetsav
(TCA) oldatban, melynek 6sszetételét az alabbiakban részletezem: 10% etil-alkohol (96%-0s),
5% ecetsav (96%-0s). A maradek TCA eltavolitdsdhoz haromszor 10 percig razattam a géleket
PAGE-mos6 oldatban. Ezutan 10 percig, 25 °C-on Coomassie Brilliant Blue R-250
festékoldatban rézattam a gelt, majd 10% ecetsav-oldattal tavolitottam el a hattérben maradt
felesleges festéket. A gélek kiértékelése BIO-RAD Gel Doc 2000 rendszerrel tortént.

3.5.2 Antioxidans tartalom meghatarozasa

Az elmdlt években az egyes mintdk antioxidans tartalmanak a meghatarozasara szamos
modszert dolgoztak ki. Doktori munk&m soran e-modszerek koziil kettét alkalmaztam, FRAP
és DPPH vizsgalatot, mely mérések elvégzését a 3.5.2-es fejezetben mutatom be. Az
antioxidans kapacitasa kiilonbozo tényezdktdl/faktoroktol fiigg, melyek a kovetkezok: (a) a tej
biokémiai jellemz6i, (b) az alkalmazott starter kultira fajtaja/ mennyisége, (c) a felhasznalt
fermentacids technoldgia, (d) a starter kultdra aktivitasa és az alkalmazott antioxidans kapacitas
mérési modszere — DPPH, FRAP, ABTS (e) [YILMAZ-ERSAN et al., 2018].
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3.5.2.1 Osszes antioxidans kapacitas meghatarozasa FRAP ( Ferric
Reducing Ability of Plasma - Vasredukaloképesség)

modszerrel

Az antioxidans tartalom mérés megkezdése eldtt a nanoszirt tejfehérje-stiritményt, az enzim
kezelt és a fermentalt mintakat hdmérséklet szabalyozott laboratoriumi centrifugaba helyeztem

(Z206A; Hermle Labortechnik ;Wehingen, Németorszag).

Az alkalmazott centrifuga bedlltasai a kovetkezOk voltak: fordulatszam - 10000 rpm
centrifugalas ideje - 20 perc. A centrifugalas befejezését kovetden az antioxidans tartalom

vizsgalatat a mintak szétvalasztasa soran keletkez6 feliiluszon végeztem el.

Az 0sszes antioxidans tartalom meghatarozasat FRAP modszer (Ferric Reducing Antioxidant
Power) alkalmazasa mellett aszkorbinsav standard hasznalataval végeztem el. A FRAP
modszer lényege, hogy a vas (Fe®*) ionok az antioxidans aktivitasu vegyiiletek hatasara vas
(Fe?") ionokka redukalodnak. A vas ionok alacsony pH esetén a 2,4,6 trypiridil-s-triazinnal
(TPTZ) komplexet képezve intenziv kék szint kapunk, amelyet 593 nm-es hulldmhosszon
spektrofotométerrel (UV-VIS) hatarozunk meg (Evolution™ 300; Thermo Scientific™,
Waltham MA, USA).

A higitott 100 pL feluliszéhoz 2,9 mL reagenst adtam, melyet a kovetkezok szerint készitettem

el: 5 mL 20 mM vas-klorid + 5 mL 10 mM 2,4,6 trypiridil-s-triazinnal, 40 mM sésav + 50 mL
300 mM natrium-acetat puffert kevertem 6ssze pH = 3,6-0s érték beallitdsdhoz. Az igy elkésziilt
mintékat 35 °C-os homérsékleten 30 percig inkubaltam (HACH, Diisseldorf, Németorszag).
Vak minték elkészitéséhez 100 pL desztillalt vizet és 2,9 mL reagenst hasznaltam [BENZIE és
STRAIN, 1996].

3.5.2.2 Gyokfogo kapacitas mérése DPPH (2,2-diphenyl-1-
pycrylhydrazyl - Gyokfogo kapacitas) modszer

alkalmazasaval

A DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) modszer mikodését tekintve eltér az el6z6 fejezetben
megismert FRAP moddszerétdl, ugyanis ebben az esetben a DPPH egy stabil szabadgyok,
melynek lila szine az antioxidans vegyiiletekkel valo érintkezés hatasara csokkend
szinintenzitast mutat. Ennek a csokkenésnek a mértékét lehet mérni spektrofotométer

alkalmazésaval. A modszer, mint szamos hozza hasonld6 mérés rendelkezik elényokkel és
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hatranyokkal. A DPPH modszer elénye hogy a mérés egyszeriien kivitelezhetd, tovabba a
DPPH kereskedelmi forgalomban is kaphatd. Azonban hatranyai kzott szerepel, hogy a gyok
normal anyagcsere mellett nem keletkezik ezért nehéz megéllapitani, hogy a minta
antioxidansai a biologiai gyokokkel szemben mennyire miikédnek reaktiv médon [NEMES et
al., 2015].

A DPPH modszer els6 Iépéseként a mintakat 20 percig centrifugaltam 10000 rpm
fordulatszamon, 20 percen keresztiil. A higitott 100 L feliliszohoz 3,9 mL 6-10° M DPPH-
metanol oldatot Ontéttem, majd Vortex kémcsérazé (Vortex MX-S; AA Labor Kft)

alkalmazasaval elegyitettem Oket.

A kontroll mintak elkészitését 100 puL metanollal és 3,9 mL 6-10° M DPPH-metanol oldattal
végeztem majd szintén Vortex keverd alkalmazasa mellett elegyitettem dket. Az igy elkésziilt
mintakat szobahémérsékleten (~ 25 °C) inkubaltam 30 percig, tUgyelve arra hogy a mintékat ez
1d6 alatt ne érje kiils6 megvilagitds. Ennek kikiiszobolésére a mintatartokat aluféliaval fedtem
be, tovabbd az inkubdlast sotét szobaban végeztem el. Az inkubdlasi 1d6 letelte utdn az
abszorbanciat 517 nm-en mértem UV-Vis spektrofotométerrel (EvolutionTM 300; Thermo
ScientificTM, Waltham MA, USA) [EL-FATTAH et al., 2017; ARFAQUI, 2020].

3.5.3 Az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) gatlas aktivitasanak

vizsgalata

Az angiotenzin-konvertal6 enzim endopeptidazként a peptid szabad C-terminalis oldalén hasit,
melynek hatasara két aminosavat lehasitva az angiotenzin | — Il atalakulasat katalizalja. Az
ACE az angiotenzin | — Il atalakulason tal, mas peptidek metabolizmusaban is részt vesz, hasitja
a gonadotropin-serkenté hormont, tovabba inaktivalja bradikinint. A bradikinin (1-7)-¢ torténd
hasitasa csokkenti a B2 receptoron kivaltott hatasat, vagyis csokkenti a vazodilataciot [GUANG
etal., 2012].

Az chhez sziikséges vizsgalat elsé 1épéseként a nanoszirt tejfehérje-stritményt €s az
enzimekkel kezelt, illetve fermentélt mintakat az antioxidans tartalom vizsgalatokhoz
hasonléan centrifugalni kell, majd a centrifugalas soran keletkez6 feliiliszoban vizsgaltam az
ACE gatlas mértékét. A vizsgalatra szant mintakat 20 percig, 10000 rpm fordulatszamon
centrifugalom laboratériumi berendezésen. A Kkisérletek elvégzesehez sziikséges reakcioelegyet
az alabbi vegyszerek hasznalataval allitottam 6ssze: 100 nM Trisz-(hidroximetil)-amino-metan
hidroklorid-ot (TRIS HCL,Sigma Aldrich), 50 mM NaCl-ot, 10 uM ZnClz-ot, 15 uyM o-
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aminobenzoesav (ABZ-FRK (DNP) — P) trifluor-acetat szubsztratot és szérumot tartalmazott,
mely reakcioelegynek a pH értéke 7 volt. A centrifugalas soran keletkezd feliiluszot és a
fermentlevet higitani kell hogy a mérési tartomanyon belil vizsgalhatoak legyenek, mely
higitasi érték 10-107 kozotti volt. A gatlo hatas 1Cso pontjanak meghatarozasa érdekében széles
higitasi tartomanyt alkalmaztam (10°), mivel az enzimesen hidrolizalt és fermentalt mintak
esetében nem volt ismert a pontos higitasi arany, illetve az ICsq érték. Ebben a széles higitasi
tartomanyban, mar bizonyosan leolvashatd az ICso érték, a vizsgalt mintak esetében. Az
elkészitett reakcioelegyben vizsgaltam az 1Cso értéket, mely azon inhibitor koncentraciot
jelenti, amely 50%-kal gatolja az ACE konvertalé enzim aktivitasat. A reakcid a szubsztrat
hozzaadasa utan kezd6dott el, mely reakcid soran a Ks és a Vmax €rtékét Ugy hataroztam meg,
hogy a 540, 1620, 4860 és 160, 480, 1440 szorosara higitott mintak aktivitasat mértem 15 uM,
7,5 UM, 3,75 pM és 1,625 pM szubsztrat hozzaadasa mellett. Két kiilonb6z6 higitasi sort
alkalmaztam a mérés elokészitése soran, az enzimesen hidrolizalt fehérjesiiritmény esetében
nagyobb, mig a fermentalt mintak esetében kisebb értékeket hasznaltam. Az aktivitési értékeket
nemlinedris illesztéssel rendeltem Ks és a Vmax értékekhez. A fluoreszcens jelintenzitashan
torténd valtozast fluoreszcens lemezolvasoban (BMG Novostar, BMG Labtech, Németorszag)
végeztem 37 °C hémérsékleten. A gerjesztési hullamhossz A= 340 nm az emisszios hullamhossz
A=405 nm volt. Az alabbi beallitdsokon végeztem a méréseket 5 perces idokdzonként 90 percen

keresztil.

A kezdeti reakciosebességet (V — t) linearis illesztésbol hataroztam meg, amit dbrdzoltam az
S-koncentracio flggvényében, melyre nem lineéris regresszioval hiperbolat illesztettem. Az
illesztést kovetéen meghataroztam a Ks €s Vuax ertékeket [FAGYAS et al., 2014].

3.5.4 Enzimaktivitas vizsgalata

Az enzimaktivitds meghatarozasa soran 10 pL tripszin térzsoldatbol (tripszin koncentracioja
0,009 g/mL) indultam ki. Ezt kdvetéen elkészitettem a TRIS puffer oldatot az alabbiak szerint:
50 mM Trisz-(hidroximetil)-amino-metan hidrokloridot, 150 mM NaCl-ot és 0,01% Triton-X-
100-at (2-[4-(2,4,4-trimetilpentan-2-yl)-phenoxy-etanol) elegyitettem. A szubsztrat oldat
készitése soran 25 mM Boc-GIn-Ala-Arg-AMC szubsztratot feloldottam dimetil-szulfoxidban
(DMSO), majd az elkeszitett szubsztrat oldatbol 1,63 pL-t dsszekevertem 1,3 mL TRIS puffer
oldattal. A reakcio elegy 6sszeallitdsdhoz 10 L tripszin torzsoldatot, 10 uL TRIS puffer oldatot

és 80 L szubsztrat oldatot hasznaltam.
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Az elkészitett 100 pL mintat lemezolvasoba pippetaztam, majd a fluoreszcens jelintenzitasban
torténd valtozast fluoreszcens lemezolvasoban végeztem 30 percig, 37 °C hémérsékleten. A
gerjesztési hullamhossz, hasonléan az ACE gatlés vizsgélata sorén (3.5.3-as fejezet), A= 340
nm az emisszios hullamhossz A= 405 nm volt. Vak minték elkészitéséhez 10 pL desztillalt vizet
és 90 uL szubsztratot hasznaltam [UCHINO et al., 1993].

3.5.5 Mikrobioldgiai aktivitas vizsgalata

Jelen fejezetben a tej, illetve tejtermékekben leggyakrabban el6forduld patogén mikrobak
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes CCM 4699)

gatlasat vizsgaltam a tejfehérje stiritményekben, az enzim kezelt és fermentalt mintakban.

Az emlitett mintak eldkészitését az eldzo fejezetekben ismertetett centrifugaval 10000 rpm

fordulatszamon és 20 percen keresztiil végeztem.

A Kkisérletek elvégzéséhez TSA (tripton-szdja agart) agart alkalmaztam, mely kazein és
szbjababliszt enzimes hidrolizisével keriilt el6allitasra. A frissen elkészitett baktérium
kultarakat MRD (Maximum Recovery Diluent) oldat alkalmazasaval higitottam hogy a
vizsgalat elvégzéséhez sziikséges 10° TEK /mL koncentrécio biztositott legyen. Az MRD oldat
elkészitéséhez 8,5 g NaCl és 1 g peptont oldottam fel 1 L desztillalt vizben [HUSSEIN et al.,
2019].

A 10° TEK/mI kultira koncentracio kalibracios tablazat hasznalataval lett meghatarozva,
melyhez ismert standard optikai denzitasat mértem 550 nm-es hulldmhosszon, majd ezt
kovetéen leolvastam az adott baktérium kultGrira jellemzé 10° TEK/ml értékét (M3
29.tablazat). Az optikai denzitdst (DEN 1-B McFarland Densitometer, Bio-Science,
Magyarorszag) denzitomeéterrel mértem. Az optikai denzitas értéke egyenesen aranyos az €16
sejtek szamaval. A frissen elkészitett 8-10° TEK/mL koncentracioji kultGrat TSA agaron
sz¢lesztettem petricsészében, melyekbe 5 mm atmérdji lyukakat készitettem. Az igy elkészitett
Uregekbe 100 puL mintat pipettdztam. A beoltott mintékat 37 °C hémérsékleten inkubaltam 48
(UEMATSU SHOKAI CO., LTD., Sendai, Japan) segitségével lemértem a gatlasi zonak

atmérojét.
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3.5.6 Fehérje koncentracié meghatarozasa

Az élelmiszerek oldott fehérjetartalmanak meghatarozasara szamos mennyiségi modszer
ismert. Doktori munkam sorén a fehérjekoncentracié mennyiségének meghatarozéasat Bradford
modszerrel végeztem, mely a kromogén eljarasok kozé tartozik, ennek soran a szerves vegyulet
és a fehérje altal létrehozott szinkomplex UV elnyelését meérjik. A Bradford modszer soran
Coomassie Brilliant Blue G-250 festéket alkalmaztam mely savas kézegben kotédik a mintaban

1év0 fehérjékhez ezzel megvaltoztatva annak fényelnyelési maximumat.

A Kisérlet soran a 100 uL-re higitott mintdk mindegyikéhez 3 mL Bradford-reagenst adtam
majd Vortex kémcsd razd alkalmazasaval Osszekevertem. Az eldkészitett mintdkat ezutan
szobahdmérsékleten (~ 25 °C) inkubaltam 30 percig (HACH, Dusseldorf, Németorszag). A
spektrofotometrids meérést 595 nm hullamhosszon végeztem spektrofotométerrel (Thermo
ScientificTM, Waltham, MA, USA). A vizsgalat soran standardként szarvasmarha-szérum
albumint hasznaltam, mig a vak mintak elkészitéséhez 100 uL desztillalt vizet és 3 mL Bradford
reagenst kevertem 6ssze [BRADFORD, 1976].

3.5.7 Ontott gélen elvalasztott fehérjék immunblottja

Az immunblott mddszer révén egy adott primer antitest segitségével meghatarozhaté egy
bioldgiai mintaban talalhato fehérje relativ mennyisége. A fehérjék molekulatémegik szerinti
szétvalasztasa utan a fehérje-alegységek 0,45 um pédrusméretii PVDF membranra (Merck
Millipore, MA, USA) transzfer-pufferrel torténd elektroforetikus atblottolasa BIO-RAD Trans
Blot SD Semi-Dry Transfer Cell félszaraz rendszerii késziilékkel tortént, beallitott parameterek
(U=0,25V, I= 0,08 mA/cm2, blottolas ideje: 1 6ra) mellett, a membranpapirhoz tartozo6 gyartoi
felhasznalési Utmutatd szerint. (A protokoll szerint a megfuttatott gélt 15 percig katdd-
pufferben kell aztatni (25 mM Trisz bazis, 40 mM glicin, 10% metanol). A blottolas el6tt a
membrant 15 masodpercig metanolban, majd 2 percig desztillalt vizben, majd 5 percig andd I1.-
pufferben (25 mM Trisz, 10% metanol) kell atnedvesiteni. 2 db szlirépapirt anod 1.-pufferben
(0,3 M Trisz, 10% metanol) 1 db sziirépapirt anod Il.-pufferben -, 3 db szlir6papirt katod-
pufferben kell atnedvesiteni.

Blottolas utan a membréant 1 6rdig 1%-os BSA fedépufferben (1% BSA, 0,05% Tween-20
foszfat-pufferben - 0,14 M NaCl; 0,0027 M KCI; 0,01645 M NaHPOs*2H.0; 0,002 M
KH2PO4) blokkoltam razatas kozben. A fehérjék blokkolasa utan a membrant haromszor, 10
percig PBS-oldattal (0,14 M NaCl; 0,0027 M KCI; 0,01645 M Na;HPOs*2H.0; 0,002 M
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KH2PO4) mostam. Immunreaktiv fehérjéket klinikailag igazolt IgE tejpozitiv, 6sszevont huméan
szérummal vizsgaltam. Moséas utdn a membrant PBS-oldatban megfelel6en higitott elsddleges
antitest-oldatban (poolozott tejpozitiv _huménszérum, 1:100) inkubaltam 1 éjszakan at,
szobahémérsékleten. Masnap haromszor 10 percig mostam a membrant PBS-oldattal. Mosast
kovetéen a membrant PBS-oldatban megfeleléen higitott masodlagos, enzimmel jelolt
ellenanyag-oldatban (anti-human IgE, HRP konjugatum 1:1000) rézattam 1,5 éran keresztil.
Az inkubaci6 utan a membrant haromszor 10 percig PBS-pufferrel mostam, majd a 4-kloro-
naftol szubsztrat-oldat (4-kloro-naftol tabletta (Sigma; 30mg) 10 ml etil-alkoholban)
hozzdadasaval el6hivtam az immunreaktiv fehérjesavokat. A reakciot desztillalt vizzel
allitottam le. Az immunblottok kiértékelése BIO-RAD Gel Doc 2000 rendszerrel tortént

géldokumentacios rendszerrel tortént.

3.6 Statisztikai vizsgalatok

Valamennyi Kisérletet hdAromszor végeztem el, majd a kapott eredmeények atlag és széras értékét
Microsoft Excel (2013)-as program alkalmazéaséaval szamitottam ki. (Microsoft Corporation,
Washington, DC, USA). A statisztikai probakat SPSS 25.0 programmal végeztem el (IBM,
Armonk, NY, USA, 2017).

3.6.1 Fluxus és fajlagos energiasziikséglet statisztikai vizsgalata

A fluxust és a fajlagos energiasziikségletet haromtényez6s MANOVA-val vizsgaltam,
melyben a harom faktor a TMP (2 bar, 3 bar), az RFR (100 L/h, 200 L/h) ¢és a statikus keverd
alkalmazasa (igen/nem), a két fiiggd valtozo pedig a fluxus és a fajlagos energiaszikséglet
voltak. A fluxus és energiasziikséglet esetében a hibatagok normalitdsa sérult, melynek
kikiiszobolésere a fluxus adatoknak a termeészetes logaritmusat, mig az energiaszikségleteknek
a reciprokat vettem. A transzformalt adatokra a normalitast elfogadtam, mivel nagy
mintaelemszam esetén (N = 150) ha a ferdeség abszolutértéke 2 alatt marad, illetve a
cslicsossageé 4 alatt marad akkor a normalitas elfogadhatd. A szérdshomogenitas minddsszesen
egy esetben serilt (Levene-prdba, p<0,05), &m az azonos és nagy mintaelemszam miatt ez nem
okozott jelentds mértékii torzitast. Szignifikins MANOVA eredmény esetén valtozonkénti

ANOVA modellt futtattam Bonferroni-féle korrekcioval [HIDAS et al., 2021; ENDERS, 2003].
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3.6.2 Fehérjetartalom vizsgalata

A fehérjetartalom esetében kéttényezds varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztam, melynek
modelljében a fliggd valtozo a fehérjetartalom volt, a két fliggetlen faktorvaltozo pedig a TMP
(2 bar, 3 bar) és RFR (100 L/h, 200L/h) voltak. A hibatagok normalitasat Shapiro-Wilk-proba
segitségével (p>0,05) a szérashomogenitast Levene-teszttel igazoltam (p>0,05) (M3 2-3.
tablazat) [HIDAS et al., 2021; ENDERS, 2003].

3.6.3 Antioxidans-tartalom vizsgalata

Az antioxidans tartalom vizsgalata soran két kiilonbozé vizsgalati modszert (FRAP, DPPH)
alkalmaztam, melyben két faktort (csoportok: fehérjestiritmény (NF), fermentalt hidrolizatum
(gliikdz nélkal), fermentalt hidrolizatum (glikoz hozzaadasaval), kezelések: (NF, N1 = 0,008
g/L, N2 = 0,016 g¢g/L, N3 = 0,032 g/L) valtoztattam két fiiggé valtozo (FRAP, DPPH)
vizsgalataval. Ebben az esetben tobbtényezds varianciaanalizist (MANOVA) hasznaltam. A
szorashomogenitast Levene-probaval (p>0,05), a hibatagok normalitdsat Shapiro-Wilk—
probaval (p>0,05) ellenériztem (M3 5-6. tablazat). Szignifikans MANOVA eredmény esetén
ismét valtozénkénti ANOVA modellt futtattam Bonferroni-féle korrekcioval [HIDAS et al.,
2021; ENDERS, 2003].

3.6.4 ACE-gatlas vizsgéalata

Az ACE gatlas vizsgalataban két faktor szintjeit (csoportok: fehérjestiritmény (NF), fermentalt
hidrolizatum (glikdz nelkal), fermentélt hidrolizatum (gliikéz hozzéadasaval), alkalmazott
enzimkoncentracié — N1, N2, N3) hasonlitottam Ossze egy fliggd valtozoé jelenlétében (ACE-
géatlas). Ebben az esetben kéttényezds varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztam, mely soran a
szorashomogenitast szintén a Levene-, mig a hibatagok normalitasat Shapiro-Wilk-prébaval
ellenériztem (p>0,05). A vizsgalt csoportok és enzimkoncentraciok kozotti paronkénti
vizsgalatot Tukey-féle post-hoc-teszttel végeztem (M3 10-11.tablazat) [HIDAS et al., 2021;
ENDERS, 2003].
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3.6.5 Mikrobioldgiai gatlas vizsgalata

A mikrobioldgiai aktivitas vizsgalata soran kilonféle baktériumtorzsek gatlasat vizsgaltam a
kulonféle kezelések hatdséra. Ezen mérések soran a statisztikai vizsgalatot két nagyobb
csoportra osztottam.

A tejfehérjestiritmény esetében az alkalmazott enzimkoncentracioknak (N1 — N2 — N3) a fiigg6
valtozokra (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus), azok gatlasi zonajara gyakorolt hatésat
vizsgaltam. Ebben az esetben egytényez6s MANOVA-t alkalmaztam, mely esetben szintén
Levene-teszttel igazoltam a szorashomogenitast és Shapiro-Wilk-probaval a normalitast
(p>0,05) (M3 14-17. tablazat). A mintak fermentacidja soran kéttényez6s MANOVA-at
alkalmaztam, melyben harom fiiggé valtozot (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes) és két faktort (kezelések — N1 — N2 — N3, glikoz) vizsgaltam. Ebben az esetben
is elfogadhatd volt a szérashomogenitas és normalitas a fenti tesztekkel. Hogy csokkentsem a
tobbszordsen sszehasonlitott csoportok esetén fellépd hiba mértékét a szignifikins MANOVA
eredményt kdvetéen a valtozonkénti ANOVA soran Bonferroni-féle korrekciot alkalmaztam
[HIDAS et al., 2021; ENDERS, 2003].

3.6.6 2P-n teljes faktoros kisérletterv

A kisérlettervezésnek kétféle modszere ismert, melynek egyik tipusa az optimalis kisérleteknek
a tervezése. llyenkor a cél, hogy a valtozok kozotti dsszefliggesek feltarasra kerlljenek. A
masodik fajtdja, amikor kisérletes optimalizalast alkalmazunk. Ebben az esetben egyszeriibb
matematikai fliggvények alkalmazésaval kerlilnek meghatarozasra az optimalis paraméterek
értékei. A vizsgalt paraméterek (Transzmembran nyomaskilénbség, Recirkulécids-
térfogataram) fluxusra gyakorolt hatasat 2°-n tipust faktoros kisérlettervvel végeztem el
[ASHFAQ és QIBLAWEY 2018; HAMD et al., 2018]. A kisérlettervezés soran faktorokat (p)
hasznalunk, melyben a fuggetlen valtozok keét szinten valtoztathatoak (minimalis, maximalis),
ezen bedllitott ertékeket faktorszinteknek nevezzilk. A faktorok lehetnek mennyiségiek és
minéségiek is. A Kisérleteim sordn a permeatumfluxust 2 faktor fliggvenyében vizsgaltam, a
tartomany hatarai a 12. tablazatban vannak feltiintetve [KEMENY és DEAK, 1990].
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12. tablazat: 2P-n kisérlettervben vizsgalt faktorok (Z1, Z2) vizsgalati tartomanya

Hatéas Faktor  Tartomany

TMP[105Pa]  Z 2-3

RFR[L/N]  Z»  100-200 L/h

Ha a faktor jele ,,z” akkor egy tetsz6leges j-edik faktor esetén a zj faktorra felirhato a faktor

alapszintje, ami a kovetkezo:

max, _min

z) = ——(2)

Ahol a z"** a faktor felso értéke, iji" a faktor alsé szintje. Ismerve a faktorok also és felsd

szintjét, felirhato a variacios intervallum (Az;) az alabbiak szerint:

max min
i zZ

AZ]- = Z]f] (23)

A termeészetes faktorokat azonban transzformalni (x;) kell az alabbiak szerint:

0
_ Zi77%
X = 224

A 2P tipusu faktoros kisérletervekre felirhato egy elméleti regresszios fuggvény/modell amit a

kovetkezd képletben mutatok be:
Y=Bt X+ 8,5+ +p o Xp (25)

ahol, Y egy kvalitativ vagy kvantitativ mutatd (szirletfluxus), xi- transzformalt faktor, fo —

konstans, Bi - becsilt paraméter.
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4. EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

4. 1Tejfehérjesiiritmény eloallitasa membransziirés alkalmazasaval

A 3.2-es fejezetben leirt membransziiré berendezésen végeztem az alapanyagkent felhasznalt
UHT tej bestiritését. A membransziirést 5 nm poérusméretii, 0,005 m? aktiv feliileti NF
membrannal végeztem (keramiacs6 membran). Szobahémérsékleten pH = 7-es érték mellett a
tejoen taladlhatd kazein micellak sugara 50 nm, mig a tejsavofeherjék (a-laktaloumin, [-
laktoglobulin), szarvasmarha szérum albumin (BSA) és az immunglobulinok mérete az
alabbiak szerint valtozik: ~ 1,8 nm, ~ 1,8 nm, ~ 4 nm és ~ 6 nm [DEWIT, 1998]. Az UHT
technoldgia soran a tejet 135-145 °C ko6zotti hémérsékleten kezelik 1 — 8 s kdzotti tartozkodasi

1d6 mellett.

A tejsavofehérjék micellakomplexekhez vald kapcsoldodésaval megné a micellak atlagos
mérete (pl. lasd, 2.2.2 Tej dsszetétele c. alfejezet), igy a jol megvalasztott porusméretii
membran alkalmazaséaval a fehérjék jelentds része visszatartdsra keriil, mig a kotésekben részt
nem vevo savofehérjék, laktoz a membran porusain athaladva a sziirletbe keriilnek. Azzal, hogy
a savofehérjék jelentds részét a membran levalasztja csokkenthetd a tejfehérje allergids
reakciok kialakulésa a retentatumban, mivel az allergénhatésd savé fehérjék (a-laktalbuminok,

B-laktoglobulinok) jelentds része eltavolitasra keriilt a permeatumban.

Doktori munkam soran az allergénmentes hozzaadott értékkel rendelkezd fehérjestiritmény
eldallitasahoz elsd lépésként, a membransziirés soran bestritettem az UHT tejet (VCR = 2),
majd az igy kapott retentatumot hasznaltam a tovabbi kisérleteim sordn. Az igy eldallitott

fehérjestiritményt (retentatum) vetettem ala enzimes hidrolizisnek, illetve fermentacionak.

A membrénsziirés soran kiemelten fontos hogy a koncentracid polarizacié hatasat a lehetd
legkisebb mértékiire tudjuk redukalni, ugyanis a koncentracid polarizacio és a kialakuld
gélréteg vastagsaga a sziirési folyamat eldrehaladtaval folyamatosan né melynek kovetkeztében

a fluxus értéke csokkeno tendenciat mutat.

Az aldbbiakban a transzmembran nyomaskildnbség és a recirkulacios-térfogataram értékek
valtoztatasaval vizsgaltam azon Gizemelési parameterek értéket melyen a gélréteg vastagsaga

csokkenthetd, a fluxus értéke pedig novelheto.
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A 13. tablazatban a kezdeti fluxus és a membransziirés soran a fluxus értékekben bekovetkezd
szazalékos valtozast mutatom be kiilonb6z6 transzmembran nyomaskilonbség és recirkuléacios-
térfogatdram értékek mellett. A mellékelt tablazatban a kapott eredményeknek az atlaga és

szoOréasa lathato.

13. tablazat: A nyomas [bar], kezdeti fluxus [L/m?h] és a fluxus értékek szazalékos [%]

valtozasa kiilonboz6 transzmembran nyomasok (bar) és recirkulacios-terfogataramok (L/h)

esetén
Statikus keverd nélkul Statikus keverdvel
TMP RFR Ap Ap Jkezdeti [L/M?
Jkezdeti [L/IM? ] AJ [%0] AJ [%]
[Bar] [L/n] [Bar] [Bar] h]
41,69+1,
2 100 0,1 8,06+1,0 57 0,3 15,58+1,10 32,33+1,25
37,39+2,
2 200 0,1 8,2+1,2 - 0,7 15,58+1,00 31,7+2,50
36,95+1,
3 100 0,1 13,45+1,1 - 0,3 34,22+1,08 24,01+1,19
33,33+2,
3 200 0,1 18+3,9 29 0,7 34,55+1,02 23,61+2,31

A vizsgélati eredményekbdl jol 1athatd, hogy a besiirités soran mért sziirletfluxus értéke a TMP
ndvelésével javithatd. Tovabba a fluxus csokkenés a kezdeti és végallapot kdzott szazalékos
értékben kifejezve alacsonyabb abban az esetben, ha a membransziirést 3 bar nyomason
végezzilk. Az alland6 transzmembran nyomason végzett mérésparok esetében megfigyelhetd,
hogy a fluxus értéke minimalisan ugyan, de névekvé tendenciat mutat, azonban ez a 100 L/h
és 200 L/h-as térfogataram értékek esetében nem nevezhetd szignifikans valtozasnak statikus

keverd alkalmazasa mellett (12. dbra).

Statikus kever$ alkalmazasaval javult a szirletfluxus értéke, emellett fluxus csokkenés a
kezdeti és végallapot kozott szazalekos ertékben kifejezve szintén alacsonyabb volt. A 13. abran
a fluxus alakulasat abrazoltam statikus keverdé alkalmazasa nélkiil, mely diagramokon latszik

hogy a fluxus értékek joval alacsonyabbak, ahogy a kezdeti fluxus is.
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A 12. és 13. abran 1évé pontokra exponencialis fiiggvény (f (x) = A*exp(BY+C) keriilt
illesztésre, ahol a fliggvény harom konstans ertékének (A, B, C) valtoztatasaval vizsgaltam az
illesztést. A fuggveny transzforméciot Microsoft Excel (2013) Solver bovitménnyel végeztem
el [RASHID et al., 2020].

A transzformaélt exponencialis fuggvények az aldbbiak szerint valtoztak:

e Statikus kever0 alkalmazasaval:
o 2 bar, 100 L/h: f (x) = 8,905*exp?19%)+6,868
o 2 bar, 200 L/h: f (x) = 16,325*exp(0%460)+3 426
o 3bar, 100 L/h: f (x) = 10,934*exp(11329+25 607
o 3bar, 200 L/h: f (x) = 10,277*exp(®7**)+25 766
e Statikus kevero6 nélkiil:
o 2 bar, 100 L/h: f (x) = 5,408*exp%9™)+2 541
o 2 bar, 200 L/h: f (x) = 8,610*exp(®%48™+0,006
o 3bar, 100 L/h: f (x) = 12,252*exp2%41¥)+8,665
o 3bar, 200 L/h: f (x) = 18,592*exp(*%™)+0,002
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= 10 ¥
5 8
5
o 6
4
2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1d6 (h)

® 2 bar, 100 L/h 2 bar, 200 L/h
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12. &bra: Fluxusgorbék (L/m?h) lefutasa 100, ill 200 L/h RFR esetén, 2 bar nyomas (A), ill 3

bar nyomas (B) alkalmazasaval (Statikus kever6 alkalmazasaval)
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13. &bra: Fluxusgorbék (L/m?h) lefutasa 100, ill 200 L/h RFR esetén, 2 bar nyomas (A), ill 3

bar nyomas (B) alkalmazasaval (Statikus kever6 alkalmazasa nélkul)

A fluxus értékekben bekdvetkezett valtozasokat a 14. dbran mutatom be, ahol a mért adatokat

statikus keverd nélkiil és annak alkalmazéisa mellett hasonlitottam 0ssze.

40

35
30
25
20
15
10

0

2 bar, 100 L/h 2 bar, 200 L/h 3 bar, 100 L/h 3 bar, 200 L/h

Kezdeti fluxus [L/m?2 h]

(&)]

14. dbra: Kezdeti fluxus (L/m?2h) értékékek az egyes izemeltetési paramétereken, statikus

keverd alkalmazésaval (narancssarga oszlop), illetve nélkiile (kék oszlop) (TMP = 2 bar, 3 bar

; RFR =100 L/h, 200 L/h)
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A 14. abran jol lathat6 hogy a statikus keverd, membranszlrés soran valo alkalmazasa pozitiv
hatast gyakorol a fluxus értékére. Statikus keverd nélkiill a vizsgalt membransziirési
paraméterek mellett (TMP = 2 bar, 3 bar ; RFR = 100 L/h, 200 L/h) a fluxus maximalis értéke
18 L/m?h volt (TMP = 3 bar, RFR = 200 L/h). Ugyanezen lizemeltetési paramétereken, statikus

keverd beépitésével a maximalis fluxus érték 34,55 L/m?h volt.

A Kkisérleti eredményekbdl tovabba jol lathatoé (15. abra), hogy a membransziirés energetikai
koltségének az iranyat nagyobb mértékben befolyasolja a recirkulacios térfogataram, mint az
alkalmazott transzmembran-nyomaskulénbség. 100 L/h-as  térfogatdramon, novelt
transzmembran-nyomaskilénbségen (2 — 3 bar) az energia a felére csokkent, mig allandé
transzmembran-nyomaskilénbsegen (2 bar), ndvelt térfogatdramon (100 — 200 L/h) az energia
a kétszeresére nott. Statikus keverd alkalmazasaval né a membran hosszdban tapasztalhato

nyomaseses értéke mely szintén az energiafogyasztas ndvekedését okozza.

Ugyanazon a nyomason, de novelt recirkuldcios térfogataramon jelentds mértéki
energiafogyasztas novekedés tapasztalhatd. A 14. tablazatban az alkalmazott membransziirési
paraméterek hatasat mutatom be a fluxusra és a fajlagos energiafogyasztasra. A valtozok kozotti
osszefuggéseket, szignifikans kapcsolatokat Tukey féle statisztikai probaval vizsgaltam.

A MANOVA-teszt eredménye mind a statikus keverd, a térfogatdramok, mind pedig a
kiilonb6z6 nyomas alkalmazasanak szignifikans hatasat mutatta ki (Wilk-féle lambda értékek a
statikus keverdre: 0,004; a térfogataramra: 0,009; a nyomasra 0,176, mindegyik p<0,001
szignifikanciaszinttel). Ezen felul a paros és a harmas-szinti interakciok is mind szignifikansak
voltak (p<0,001).

A MANOVA-t kovetd valtozonkénti ANOVA mindharom szignifikans hatast mindkét valtozé
esetében kimutatta (F(1;142)>270,00; p<0,001), mig az interakciok kozil csak a

térfogataram*nyomas, illetve a harmas interakcié nem volt szignifikans (p>0,05).
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14. tdblazat: Membransziirési parameterek/faktorok (TMP [bar], RFR [L/h]) statisztikai
vizsgalata a mért fluxusra (L/m?2h) és energiafogyasztasra (kWh/m3).

Faktorok Faktorok kédolasa

Statikus keveré | RFR
atlicUs Kevero TMP [bar] | Faktorkéd  RFR | TMP

alkalmazas [L/h]
2 B a a
100
3 B a b
Igen
2 A B a
200
3 B a b
Fluxus
2 A a a
100
3 A a b
Nem
2 A B a
200
3 A B a
2 B a b
100
3 A a a
Igen
2 B B b
200
3 B B a
Energiafogyasztas
2 A a b
100
3 B a a
Nem
2 A B a
200
3 A B a

A mellékelt tablazat tartalmazza a harom parhuzamos mérés atlagat a fluxus és
energiafogyasztas tekintetében. Az egyes faktorszintek kozotti szignifikans kilonbsegek
meghatarozasara a statikus keverd hatasdnak vizsgalatara rogzitett RFR és TMP érték mellett
az A, B, az RFR hatasra rogzitett statikus keverd hasznalata és TMP érték mellett az a, b, illetve
a TMP hatésra rogzitett statikus keverd hasznalata és RFR szint mellett az a, B jeleket

alkalmaztam.
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15. abra: Fajlagos energiafogyasztas (KWh/m?) véltozasa az egyes izemeltetési paraméterek

mellett, statikus keverd alkalmazéasaval (narancssarga oszlop), illetve nélkiile (kék oszlop)
(TMP = 2 bar, 3 bar ; RFR =100 L/h, 200 L/h)

A 15. &bra alapjan lathato, hogy a legkisebb tGizemelési kdltség 3 bar nyomason és 100 L/h-as
recirkulacios térfogataramon keverd elem nélkiil volt mérhet6. Ebben az esetben a fogyasztas
4,13 kWh/m?,

A legnagyobb energiafogyasztds 2 bar nyoméason és 200 L/h-as térfogatdramon volt
tapasztalhatd, mely ebben az esetben 35 KWh/m?® volt keverével. A vizsgalt eredményekbdl jol
latszik hogy a statikus keverdk alkalmazésa jelentds mértékben tudja ndvelni a membransziirés
energiakoltségét. Besuritési kisérleteim soran célom volt a szirletfluxus értékének
maximalizalasa, igy a kisérleteim soran statikus keveréelem hasznalata mellett, a
legalacsonyabb  recirkuldcids-térfogatdramot  és a  legmagasabb  transzmembran
nyomaskilonbséget alkalmaztam (TMP = 3 bar, RFR 100 L/h). Az emlitett paramétereken,
keverd alkalmazasa mellett, a fajlagos energiafogyasztas értéke 4,87 kwWh/m?3 volt.

Jol lathatd, hogy a statikus keverd alkalmazasa minden esetben tobblet energiabefektetéssel jar.
A mért fajlagos energiasziikséglet és a ndvelt fluxus tekintetében a membransziirést TMP = 3

bar, RFR 100 L/h muveleti paramétereken végeztem.

A membran ellenallas (Rwm) szamitasa soran a merést desztillalt vizzel végeztem, mely mérés
esetében a transzmembran nyomaskilonbség, a recirkulaciés térfogataram nincs hatassal a

membran ellenallasanak az értékére. A membran ellenallasanak a vizsgalatat statikus keverd
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nélkil végeztem el, melynek értéke egy adott membranra nézve allando. A tovabbiakban, az

atlagértéket tekintettem a membran ellenallasanak.

A 15. tablazatban mutatom be a szdmolt membran ellenallas értékeket melyet a (14)-es képlet
alkalmazasaval szamitottam. A membransziirés soran alkalmazott recirkulacios-térfogataram
100 L/h és 200 L/h értéken tortént. Mivel a membran ellenéllas értékére nincs hatassal az

alkalmazott TMP és RFR paraméter, ezért 100 L/h beallitason abrazoltam az adatokat.

15. tablazat: Membranellenallas (Rm— [1/m]) szamitasa (100 L/h recirkulaciés-térfogataramon)

T™MP (Pa) n (Pa . S) Jétlag (m3/m25) Rm

105000 0,001 4,28-10” 2,45-10"

210000 0,001 7,89:10° 2,66-10"

310000 0,001 1,08E-10* | 2,88-10%

415000 0,001 1,32:10* 3,15-10%

Az atlagos membrénellenallas az alkalmazott 5 nm-es membran esetében Ry = 2,79-10%? 1/m

A bestritési kisérleteket kiilonbozé transzmembran nyomaskiilonbségeken és recirkulacios-
térfogatdramokon végeztem, melyek soran meghatadroztam a permeatum fluxusat. Az
elézéekben vizsgaltam a membran ellenallasanak értékét, melynek ismeretében mar

meghatarozhaté a polarizacios réteg ellenallasa (Rp) az alabbi képlet alkalmazésaval:

TMP
Rp = — Ry, (26
P N Jtej M ( )

ahol TMP - transzmembran nyomaskiilonbség [Pa], n — a tej dinamikai viszkozitasa 25 °C-on:

1,74-10°3 [Pa s], Jij - tej sztirletfluxusa [m3/m? - ]

A statikus keverdvel illetve nélkiile végzett mérések eredményeit a 16. tablazat mutatja be. A

novelt TMP hatasara csokken a membransziirés soran kialakul6 polarizacids réteg vastagsaga.
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A keresztdramu sziirés alkalmazasa soran a fluidum vizszintes iranyban halad keresztiil a
membranon nagy sebességgel, ennek kovetkeztében jelentds turbulencia alakul ki, melynek
hatasara csokkent a membran fellletén lerakédé molekuldk mennyisége, azaz a koncentracio-

polarizacids réteg mértéke is csokkent.

Kutatasok alapjan a transzmembrén nyomaskulonbség novelése a gélréteg vastagsaganak
csokkenésével is jar, melynek koszonhetden javul a fluxus [METHOT-HAINS et al., 2016].

16. tablazat: Polarizacids réteg ellenallas (Rp — [1/m]) meghatarozasa statikus keverével és

statikus kever6 nélkiil végzett méréseknél

Statikus keverd nélklil | Statikus keverével

RFR (L/h)

TMP (Pa)

n (Pa-s)

Rm (1/m)

J (m3/m?2s)

Rp (1/m)

J (m3/m?s)

Rp (1/m)

100

200000

0,00174

2,79-10%

2,24-10°

4,86:10"

4,38-10°

2,37-10%

200

200000

0,00174

2,79-10%

2,28:10°

4,77-10"

4,38-10°

2,37-10%

100

300000

0,00174

2,79-10%

3,74-10°

4,34-102

9,51-10°

1,53-10"

200

300000

0,00174

2,79-10%

5,00:10°

3,17-10%

9,60-10°°

1,52-1013

5,0E+13
4,0E+13

3,0E+13
Statikus keveré

2,0E+13 nélkdl

).

2 bar, 100
L/h

Statikus keveré
alkalmazasaval

Polarizacids réteg ellendllas [1/m]

1,0E+13
2 bar, 200
L/h

3 bar, 100
L/h

3 bar, 200
L/h

16. abra: Polarizacios réteg ellenallasanak [1/m] valtozasa az egyes lizemeltetési paraméterek
mellett (TMP = 2 bar, 3 bar ; RFR = 100 L/h, 200 L/h), statikus kever6 alkalmazésaval, illetve
nélkile

A 16. abran jol lathat6 hogy a statikus keveré alkalmazasa mellett tovabb csdkken a polarizacios
réteg ellenallasa. Tovabbi kisérleteimet a valasztott membransziirési paramétereken: TMP = 3
bar és RFR = 100 L/h értéken végeztem mivel ezen beallitdsok esetében a membransziirés
fajlagos-energiakoltsége a legalacsonyabb és maximalis a sziirletfluxus.
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Ekozben a fajlagos energiafogyasztas 18%-al nétt a statikus keverd nélkiil alkalmazott

méréshez képest, ami elenyészonek tekinthet6 (4,13 — 4,87 KWh/m®).

Lathato hogy a polarizacios réteg ellenallasa 4,34-10% 1/m-ré1 1,53-10*2 1/m értékre csokken,

mely 65 %-0s csokkenés az eredetihez képest.

Ahogy az eddigi eredmények is mutatjak n6 a fluxus értéke, tovabba a membran eltémddésének
is csokken a mértéke statikus keverd hasznalata mellett [BHATTACHARIJEE et al., 2020].
BHATTACHARJEE és munkatarsai 2020-as kutatasa alapjan lathato, hogy a statikus keverdk
alkalmazasa nem csak a permeatum fluxusat ¢s a membranmodul feliiletén mérheté aramlasi
sebességet képes ndvelni, hanem jelentds mértékben csokkenti a polarizacios réteg ellenallasat,
melyet sajat munkdmban is tapasztaltam. Megallapithat6 tehat, hogy a statikus keverdk
alkalmazasa a membransziirés teriiletén kiemelten fontos, a folyamatok intenzifikdldsanak az

érdekében.
4.2 Permeatum fluxus 2°-n kisérletterv alkalmazasaval

A Kisérletterv elvégzését a Statsoft altal fejlesztett Statistica cimii programmal (Version 8.0)
vegeztem, doktori munkam soran. A kisérlettervben vizsgaltam, melyek azok az ideélis nyomas
és térfogataram értékek, melyeknél az 5 nm-es membran alkalmazasa soran a legnagyobb
fluxus érhetd el. A vizsgalataim soran két paramétert valtoztattam ahogy azt a 3.2-es fejezetben

részletesen bemutattam.

A 3.6.6-as fejezetben ismertetett (22-23-24)-as képletek alapjan elvégeztem az adatok

transzformalasat, mely adatokat a 17. tablazatban mutatok be.

17. tablazat: 2P-n faktoros kisérletterv alapjan meghatarozott transzformalt adatok

Faktorok z1 z2
Ko6zéppont 150 2,5
_VarlaC|os 50 0.5
intervallum
Folsé szint 200 3
Also szint 100 2
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A Kisérletterv kiértékelésére, tobb tablazatot és diagramot alkalmaztam, koztik az egyik
legfontosabbnak a 2P-n  faktoros terv Osszesitd tablazatit tartottam, segitségével
meghatarozhatdak a paraméterek kozti dsszefiuggések, kapcsolatok és az egymasra gyakorolt

hatasuk. Ezt az 6sszesitést a 18. tablazat mutatja be.

18. tdblazat: Paraméterbecslés az alkalmazott 5 nm-es membran esetében (statikus keverd

alkalmazasa mellett) melyben megtalalhatdak a hatasok, azok szorésai, t probastatisztika és

azok értékei.
- 90% +90%
Faktor Hatas Hiba t p Koefficiens | Konfidencia | Konfidencia
szint szint
Atlag 24426 | 1,113 | 21,946 | 0,0289 | 24,426 10,284 38,568
Nyom(als)[Bar] 18,805 | 2488 7,556 | 0,0837 9,402 -12,817 50,427
Tértfogataram | 165 | 2488 | 0,066 | 0957 | 0,0825 -31,457 31,787
[L/h] (2)
Intereg;:lo (1) 0,165 2 488 0,066 | 0,957 0,0825 -31,457 31,787

Az adatok elemzése soran, majd a statisztikai egyltthatok visszakddolasa utan a (25)-6s képlet
alapjan linearis modellt allitottam, amellyel el6rejelezhetd a kezdeti fluxus értéke. Vizsgalataim
sorén 90 %-os konfidencia szintet hasznaltam.

Q — 150
50

TMP — 2,5
0,5

J = 24,426 + 9,402 - (

)+0,0825 ( TMP—2,5)_(Q—150)

) + 0,0825 - ( 05 0

A vizsgalt modell érvényessége az alabbi tartomanyokban talalhaté: TMP =2 — 3 [bar], RFR =
100 — 200 [L/h]. A kisérleteket 5 nm porusméretii NF membrannal végeztem statikus keverd

hasznalata mellett 25 °C-on.

A tablazat oszlopait vizsgélva, megtalalhatdak a hatasok, azok szorasai, t probastatisztika és a
szignifikancia szint. A p érték segitségével eldonthetd, melyik egyiitthatonak van szignifikans
hatasa. Minél kisebb az értéke, annal jelentdsebb a hatas. A transzmembran nyomaskilonbség
hatasa a fluxusra szignifikansnak bizonyult az alkalmazott vizsgalati paraméterek mellett,
azonban a recirkulacios térfogataram fluxusra gyakorolt hatisa mar nem tekinthetd

szignifikansnak (p>0,1). A folyamat soran kapott determinacios egyitthatd (R?) értéke 0,98. A
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paraméterek egymasra gyakorolt hatasat a jobb atlathatosadg érdekeében fellileti diagramon
abrazoltam, melyet a 17. 4bra mutat be.

Fitted Surface; Variable: Permeatum fluxus, L/m2/h
2**(2-0) design; MS Residual=19,86024
DV: Permeatum fluxus, L/m2/h

Ty -p\-ex\x‘\\uﬂﬂ?.m\'i\d

M35
B < 31
<26
<21

B < 16
| 7=-22,0365+18;31*x-;0065999999999994*y+;0032999999999998*x*y+0; |

17. &bra: A sziirletfluxus valtozasanak leirasa a transzmembran nyomaskiilonbség és a

recirkulacios-térfogataram fuggvényében (Statikus kever6 alkalmazasa mellett)

A p érték tekintetében a transzmembran nyomaskilonbség hatasa a vizsgéalt tartomanyban
szignifikans, a feluleti diagram alapjan megallapithatd, hogy a nyomas ndvelésének a hatéséara,
a fluxus is jelentds mértékben novekszik. A fluxusra gyakorolt hatdsokat Pareto diagramon

abrazolva is megmutatkoznak az egyes faktoroknak a hatasai, ezen hatasokat a 18. abra mutatja
be.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Permeatum fluxus, L/m2/h
2**(2-0) design; MS Residual=3,256245
DV: Permeatum fluxus, L/m2/h

(1)Nyomas, Bar 10,4213
1by2 | 0914377
(2)Térfogataram, L/h | 0914377
p

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

18. &bra: A recirkulécids-térfogatdram, a transzmembran nyomaskiilonbség és a kettd
interakciojanak (1by?2) hatasa 90%-os szignifikancia szinten (Statikus kever6 alkalmazasa

mellett)

A Pareto diagramon is hasonldé kovetkeztetést vontam le, miszerint a transzmembran
nyomaskilonbség hatésa a fluxusra szignifikansnak bizonyult, a piros fiiggéleges vonal a 90%-
os konfidenciaszintet abrdzolja p = 0,1 érték esetében. Abban az esetben ha ezen a szinten az
egyik érték talhalad, akkor tekinthetd az adott hatas szignifikansnak. Jol lathatd, hogy nagyobb
hatdsa a fluxusra a transzmembran nyomaskilonbsegnek van, a recirkuléciés térfogataram

ebbdl a szempontbdl elhanyagolhaté mértékii.

A kovetkez6 1épésként Gsszehasonlitottam a mért és a modell altal eldrejelzett (megfigyelt)

adatokat, melyeket a 19. dbra mutat be.
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Observed vs. Predicted Values
2**(2-0) design; MS Residual=3,478747
DV: Permeatum fluxus, L/m2/h

Predicted Values

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Observed Values

19. &bra: Megfigyelt ertékek illeszkedése a becsult értékekhez a besiiritési kisérletek soran

(statikus kever6 alkalmazasa mellett)

Lathatd tovabba, hogy az egyes pontok igen kdzel helyezkednek el egymashoz, mivel az
illesztett egyenes determinécids egyitthatoja R?=0,98. A becsiilt és megfigyelt értékekre

illesztett egyenes kozel helyezkedik el az idealis pontot jel616 45°-0s atlohoz.

Ugyanezen statisztikai vizsgalatokat elvégeztem statikus keverd nélkiil is, melynek
eredményeit a kovetkez6kben mutatom be. A paraméterek kozti 6sszefliggések, kapcsolatok és
az egymasra gyakorolt hatasuk a statikus keveré nélkiili bestritési kisérletek soran a 19.

tablazatban keriltek bemutatasra.
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19. tdblazat: Paraméterbecslés az alkalmazott 5 nm-es membran esetében (statikus keverd

nélkil)
- 90% +90%
Faktor Hatas | Hiba t p Koefficiens | Konfidencia | Konfidencia
szint szint
Atlag 12,242 | 0,629 | 19,462 | 0,032 12,242 8,27 16,213
Nyomas)[Bar] 7,595 | 1,406 | 5399 | 0,116 3,797 11,285 16,475
Tértfogataram
L @ 2,345 | 1,406 | 1,667 | 0,344 1,172 6,535 11,225
'”ter"’z'z‘;"o D | 2205 | 1406 | 1567 | 0,361 1,102 6,675 11,085

A vizsgalt adatok visszakodolésat statikus keverd alkalmazésa nélkiil is elvégeztem, hasonléan
az el6bbiekhez. A linearis modell felallitasahoz szintén a (25)-6s képletet alkalmaztam,

melynek eredménye a kdvetkezd volt:

— 12242 + 3797 (TMP—2,5> 1172 (Q—lso) 1102 (TMP—Z,S) (Q—lSO)
J=iaazs, o5 )TV 50 )Tt 0,5 50

A vizsgalt modell érvényessége az alabbi tartomanyokban talalhaté: TMP =2 — 3 [bar], RFR =
100 — 200 [L/h].

Statikus keverd hasznalata nélkiil a paraméterek fluxusra gyakorolt hatdsa nem tekinthetd

szignifikansnak mely megallapitast 20. abran bemutatott Pareto diagram is igazolja (p>0,1).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Permeatum flows, Lim2/h

{1)MNyomas, Bar

(2)Térfogataram, L/h

1by2

2**(2-0) design; MS Residual=1,978205
DV: Permeatum flwws, L/m2/h

1,667275

1,567736

5.39998

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=1

20. &bra: A recirkulécids-térfogataram, a transzmembran nyomaskiilonbség és a ketto

interakcidjanak (1by2) hatasa 90%-os szignifikancia szinten (Statikus kever6 nélkiil)

A Pareto diagramon is ugyanazt a kdvetkeztetést vontam le, miszerint a térfogataram és a fluxus

a vizsgalt tartoméanyban nincs szignifikans hatassal a fluxusra, mindkét paraméter a 0,1-et jel616

piros vonal alatt helyezkedik el.

Statikus keverd nélkiil a nyomasnak kozel szignifikans hatdsa van a fluxusra, ugyanis kozel

helyezkedik el a p = 0,1-es értékhez. Az eredményeket szintén abrdzoltam felileti diagramon

ami a 21. abran lathaté.
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Fitted Surface; Variable: Permeatum flwws, L/'m2/h
2*%(2-0) design; MS Residual=1,978204
DV Permeatum flwws, Lim2/h

L oHhom e R

W AN TR
. om e T

=20
B <19
B < 17
<15
i [1=<13
2 /=< 11
B <9
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21. abra: A sziirletfluxus valtozasanak leirasa a transzmembran nyomaskildnbség és a

recirkulacios-térfogataram fliggvényében (Statikus keveré nélkiil)

Az abrézolt felleti diagramon is lathat6 hogy a recirkulacios-térfogataram és a transzmembran
nyomaskilonbség novelése jelentds hatassal van a fluxus értékének névekedésében. Azonban
ezen hatasok mértéke kisebb, ha a membransziirést statikus keveré nélkiil végezziik. igy
mindenképpen eldnyos hatast gyakorol a szlirés teljesitményére az alkalmazott statikus keverd.
A megnovekedett energiafogyasztastdl (15. abra 74. o) eltekintve tobb elényos tulajdonsag volt

megfigyelhetd a statikus keverdk alkalmazasaval (pl. fluxus novekedés, csokkent polarizacios
réteg ellenall&s).
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4.3Fehérjekoncentracié meghatarozasa

A Bradford modszerrel végzett spektrofotometrias mérest 595 nm hulldamhosszon végeztem
spektrofotométerrel (Thermo ScientificTM, Waltham, MA, USA). A 20. tablazatban lathatd
tovabba, hogy a transzmembran nyomaéskilonbség 3 bar-ra térténé novelésével, javithatd a
retentaitumban mérhet6 fehérjekoncentracio értéke a membransziirési folyamat végén (VCR =
2). 2 bar transzmembran nyomaskilonbségen és 100 L/h recirkulacios-térfogataramon mért
fehérjekoncentracio értéke 42,5 g/L értékrol 59,2 g/L-re ndtt abban az esetben, ha a bestiritést
3 bar transzmembran nyomaskulénbségen és 100 L/h recirkulacios-térfogataramon végeztem
[BRADFORD, 1976].

20. tablazat: Bradford mddszerrel végzett fehérjekoncentréacio [g/L] értéke a retentdtumban

Minta 1. Mérés 2. Mérés 3. Mérés Atlag Szoras
[9/L] [9/L] [9/L]
2 bar, 100 L/h 41,70 45,40 40,40 42,50 2,59

2 bar, 200 L/h 44,90 45,50 45,20 45,20 0,30

3 bar, 100 L/h 57,80 58,79 61,05 59,21 1,67

3 bar, 200 L/h 62,99 60,91 64,59 62,83 1,85

A magasabb transzmembran nyomaskilonbség hatasara a fehérjemolekulak membran pérusain
val6 atjutasa romlott, ami elképzelhet6 hogy a nagyobb transzmembran nyomaéaskilénbség
kdvetkeztében alakult ki. A nyomas novelése (2 — 3 bar) jobban 6sszenyomta a gélréteget, igy
magasabb fehérjekoncentracio volt mérhetd a retentatumban. Allandé transzmembran
nyomaskulonbség mellett a recirkulacids-térfogatairam novelésével nem nétt szignifikansan a
fehérjek koncentracioja a retentdtumban. A mérési adatok alapjan elmondhatd, hogy a
legmagasabb feherjekoncentraciot a 3 bar transzmembran-nyomaskulonbseg és a 200 L/h-as
recirkulécids-térfogatdramon mertem, 62,83 g/L. Megfigyelhetd tovabba, ha ezen miveleti
paraméterek alkalmazasa mellett hajtom végre a membransziirést, az energiafogyasztas értéke
joval magasabb értéket keépvisel. Gazdasagossagi szempontbol, sokkal hatekonyabb a 3 bar
transzmembran nyomaskiilonbség és 100 L/h recirkulacios-térfogataram alkalmazésa. A mért

fehérjekoncentracidkat a visszatartassal (R%) egyutt a 22. dbran mutatom be.
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22. &bra: Fehérjekoncentracid és a visszatartas kiilonb6z6 transzmembran nyomaskiilonbség
(bar) és recirkulacios-térfogataram értékeknél (L/h). Az eredményeket harom Kisérleti
eredmény atlagértékével és szorasaval (+ értékekkel) abrazoltam. Fels6 indexben a — b

(TMP) és A — B (RFR) jeldlés jelenti az eredmények kozotti szignifikans kilonbséget, ahol is

a kisbettik: térfogataram hatasanak 0sszehasonlitasa adott nyomason; nagybetii: nyomas

hatasanak 0sszehasonlitasa adott térfogataram esetén

A fehérjekoncentracid retentdtumban val6 névekedésében szignifikans kilonbség tapasztalhatd
az alkalmazott transzmembran nyomaskilonbség esetében (F(1;8)=272,19; p<0,001). A két
kil6énallé csoportot a — b és A — B (RFR = 100 L/h, RFR = 200 L/h) jel6léssel lattam el. A 2
bar transzmembran nyomaskiilonbségen (a) végzett bestiritések soran a fehérjekoncentracid
érteke megkozelitdleg azonos volt 42-45 g/L. kozotti. Azonban, ha a beslritést 3 bar
transzmembran nyomaskiilonbségen (b) végzem, a fehérjekoncentracio értéke jelentds
mértékben ndvekszik. Nagyobb transzmembran nyomaskilonbség alkalmazéasa soran javul a
membransziirés soran mérhetd fluxus értéke melynek kdvetkeztében javul az elvélasztas, a
retentdtum koncentracidja nd. Szignifikans kiilonbség volt tapasztalhatd a két csoport kozott a

valtoztatott TMP értékek eseteben is (F(1;8)=9,21; p<0,05).
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Megallapithato tovabba hogy a fehérjekoncentracio ndvekedésében nagyobb hatast gyakorol a
folyamatra a nyomaskilonbség mint a recirkulacios-térfogataram; ha ugyanis a térfogataram
hatasat a 2, illetve 3 bar nyoméason kilon hasonlitjuk 6ssze, a szignifikans kilénbség mar nem
igazolhat6 (p>0,05; M3 4. Tablazat).

4.4 Antioxidanskapacitas meghatarozasa

A vizsgélt mintdk antioxidans tartalmat két kulonalldé modszerrel vizsgéltam, melynek
eredményeit az al&bbi fejezetben mutatom be. Az alkalmazott két antioxidans tartalom vizsgalo
maodszerhez a FRAP és a DPPH mddszert valasztottam [NEMES et al., 2015].

Az antioxidans tartalom mérése soran, a kezeletlen UHT tej antioxidans kapacitasa 93,3 + 18,77
mg/L volt, aszkorbinsavra vonatkoztatva (FRAP). A nanoszirt fehérjesiiritmény antioxidans
kapacitdsa 167,35 + 9,78 mg/L volt aszkorbinsavra vonatkoztatva (FRAP). A meért
eredményeken lathatd tovabba, hogy a 0,032 g/L-es tripszin enzimkoncentracid esetén volt
mérheté a legmagasabb antioxidans tartalom, ami 202,65 mg/L volt (FRAP), (23(A). &bra),
azonban az alkalmazott enzim mennyiségének a pontos megvalasztasa kiemelten fontos.
Hasonl6 eredményt tapasztaltam a DPPH modszerrel végzett vizsgalataim soran. Ebben az
esetben is lathatd, ha az alkalmazott enzim mennyiségét néveljik a mért antioxidans tartalom
is n6ni fog. A DPPH mddszer esetében a nanosziirt fehérjestiritmény antioxidans kapacitasa
20,94 + 1,48 % volt, melynek értéke az 0,032 g/L-es enzimes kezelés soran 62,04 + 2,74 %
nott. A 23 (B-C). abrén lathatoak tovabba a fehérjesiiritmény mellett az enzim kezelt, fermentalt
mintak antioxidans tartalmai hozzaadott glukézzal (B), illetve nélkile (C). Ha az
enzimkoncentracio értéke tul magas, abban az esetben a termék organoleptikus tulajdonsagait

is elénytelen irdnyba tudja befolyasolni.

A MANOVA-teszt szerint mind a csoportok (tejfehérjestiritmény, fermentalt hidrolizatum +
glukoz, illetve fermentalt hidrolizatum glukéz nélkil), mind pedig a kezelések hatasa
szignifikans volt (Wilk-féle lambda a csoportokra: 0,089, a kezelésekre: 0,014, mindkettore
p<0,001). A két faktor interakcidja nem volt szignifikans (Wilk-féle lambda: 0,765; p=0,87).

A valtozonkénti ANOVA eredménye mindkeét faktor esetén mindkét valtozora szignifikans
hatast mutatott (FRAP: F(2,24) = 44,39; p<0,01; DPPH: F(2,24) = 60,31; p<0,01; M3 8-9.
tablazat)
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23. &bra: Antioxidans-kapacitas mérési eredményei fehérjestiritmény tripszin enzimes
hidrolizisét kdvetden (A), enzimesen hidrolizalt fehérjestiritmény gliikozzal végzett
fermentacioja soran (B) enzimesen hidrolizalt fehérjestiritmény glitkoz nélkiili fermentacioval
(C) FRAP (mg/L)- és DPPH (%)-mddszerrel. Az eredményeket harom kisérleti eredmény
atlagértékével és szorasaval (+ értékekkel) abrazoltam. Felsé indexbena—b —c—d
(kezelések hatasa csoportonként, Tukey post hoc teszttel) és A - B (csoportok kozti
0sszehasonlitas azonos kezelés mellett) jel6lés jelenti az eredmények kozotti szignifikans

kilénbséget

Azt vizsgaltam, hogy az egyes csoportok és kezelések (NF, N1 = 0,008 g/L, N2 = 0,016 g/L,
N3 = 0,032 g/L) atlagai szignifikansan kilénbdznek-e egymastol FRAP és DPPH madszer
alkalmazésa soran. A DPPH modszerrel valé antioxidans tartalom vizsgalat soran jol lathatd
hogy a 23-as (A — B — C) abrak mindegyikén kiilonallé csoportok figyelhetdek meg az egyes
enzimkoncentraciok tekintetében. A (NF, N1 = 0,008 g/L, N2 = 0,016 g/L, N3 = 0,032 g/L)
mintak szignifikdnsan kilonboznek egymastdl, mely szignifikans kulonbség a novelt
enzimkoncentracio kdvetkeztében alakul ki. Az enzim kezelt fehérjestiritmény esetében jol
lathatd hogy szignifikans kilonbség mutatkozik az antioxidans tartalomban a noévelt
enzimkoncentracio fliggvényében. Hasonl6 a tendencia a fermentalt mintak esetében, ahol a

csoportok kdzotti szignifikans kildnbség a novelt enzimkoncentracié soran alakul ki.
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Kijelenthetd6 hogy a csoportok kozotti szignifikdns kiilonbség az enzimkoncentracidok
novelésének koszonhetd ¢és az antioxidans tartalom valtozasa az enzimkoncentracio
fliggvényében valtozik. Ellenben a DPPH mddszerrel, a FRAP féle vizsgalatok soran mar nem
minden csoport kozott all fent szignifikans kiillonbség. A tejfehérjesiiritmény esetében a FRAP
maodszer esetében nem tapasztalhato szignifikans kiilénbség a nanosziirt tejfehérjestiritmény és
N1 = 0,008 g/L mintak kozott, mely a Tukey féle teszt alapjan is megerdsitést nyert, az N2 =
0,016 g/L és N3 = 0,032 g/L esetében azonban megmutatkozik a szignifikans kilénbség a
novelt enzimkoncentraciok kozott. Tehat az antioxidans-tartalom valtozas mar szignifikansnak
tekinthetd N2 és N3 esetében a FRAP modszerrel végzett mérések soran. A fermentalt mintak
esetében nem figyelhet6 meg a kezelések kozotti szignifikans kiildnbség hatdsa, a fermentéalt
mintaknal, ahol glik6z hozzdadasa tortént minden csoport homogénnek tekintheto.

A 23 (B) és 23 (C) abrakon a FRAP és DPPH modszerrel mért antioxidans tartalmak
csOkkentek. A fermentaci6 hatasara csokkend érték tapasztalhaté az antioxidans tartalomban,
tovabba a fermentacié soran hozzéadott glikéz is negativan befolyésolja az antioxidans
kapacitast. Az antioxidans kapacitas csokkenésére szdmos paraméter van hatassal, melyek
kozul az egyik a hidrofil és hidrofob peptidek aranya. A Lactobacillus bulgaricus hidrofil és
hidrofob peptideket szabadit fel a B-laktoglobulinbél, mig a Streptococcus thermophilus csak
hidrofil peptideket. Kazeinek esetében a Lactobacillus bulgaricus és a Streptococcus
thermophilus hidroféb peptideket szabadit fel. Feltételezhetd, hogy a hidrofil peptidek jelenléte
csokkentheti a fermentalt termék altalanos antioxidans kapacitasat [PESCUMA et al., 2007;
TZVETKOVA et al., 2007].

Mig a 0,032 g/L tripszinnel kezelt nanoszirt fehérjesiiritmény 202,65 + 2,25 mg/L (FRAP) és
62,04 £ 2,74 % (DPPH) volt az antioxidans tartalom, fermentacié utan ez az érték 147,34 +
26,68 mg/L (FRAP) és 56,02 £ 3,19 % (DPPH)-re, hozzaadott glikoz utan 128,3 + 32,04 mg/L
(FRAP) és 53,4 + 1,17 % (DPPH)-re csokkent.
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45 A tej-siiritmények fehérje-elolszlasaban bekovetkezé valtozasok
nyomonkovetése a Kiilonbozo koncentracioban hasznalt tripszines
hidrolizis hatasara

A molekulatomeg szerinti  fehérje-eloszlasnak a meghatarozasara poliakrilamid
gélelektroforézis modszert hasznaltam. Ahogyan a 2.3-as fejezetben bemutatésra kerilt, a
tejfenérjék 80%-at kazeinek és 20%-at savofehérjék alkotjak, mely csoportokon beliil az egyes
kazein és savofehérje frakciok molekulatdmege valtozo értéket kepvisel (2.5.2-es fejezet). Jelen
fejezetben az enzimes hidrolizis el6tt, majd azt kovetden vizsgaltam a mintak fehérje-
eloszlasénak, illetve allergenitdsanak a valtozasat. Az allergéntartalom valtozasanak a
vizsgéalatdhoz tejpozitiv humaénszérumot alkalmaztam, mely esetben a tej f6 allergén
komponenseinek (kazeinek, a-laktalbumin, p-laktoglobulin) jelenlétét mértem az egyes
mintdkban. A western blot vizsgalat sordn az anti-kazein IgE, anti-a-laktalbumin és anti-B-

laktoglobulin reakcidba lép a huméanszérum IgE ellenanyagaval.

A fels6 nagymolekulatomegli savban az aldbbi fehérjék voltak
leolvashatéak: BSA, (67 kDa), a laktoferrin (76-80 kDa) és az
immunglobulinok (kb. 160 kDa).
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24. abra: A kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott tripszines hidrolizissel eldallitott tej-

stiritmények SDS-PAGE (A) és tejpozitiv humanszérummal végzett immunblot képe (B)

. Mw (BioRad, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, 1610374)

. kazein (20-30 kDa)

. a-laktalbumin (a-LA,14,4 kDa) és B-laktoglobulin (B-LG, 18 kDa)

. NF tejstiritmény — [NF]

. 0,008 g/L tripszinnel kezelt NF tejstiritmény — [N1]

. 0,008 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény [N1Y]

. 0,008 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény + Glikoz - [N1Y + G]

. 0,016 g/L tripszinnel kezelt NF tejsiiritmény - [N2]

. 0,016 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény — [N2Y]

10. 0,016 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény + Glikdz — [N2Y + G]
11. 0,032 g/L tripszinnel kezelt NF tejsiiritmény — [N3]

12. 0,032 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény — [N3Y]

13. 0,032 g/L tripszinnel kezelt fermentalt NF tejstiritmény + Glikdz — [N3Y + G]
14. Fermentalt NF tejstiritmény — [NFY]

15. Fermentalt NF tejstiritmény + Glikdz — [NFY + G]
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A hidrolizis hatasfoka az enzimkoncentraciok ndvelésével javult, minél nagyobb volt az

alkalmazott enzim mennyisége anndl hatékonyabb volt a fehérjék hidrolizise a folyamat sorén.

A 24./A dbran j6l lathato, hogy a tripszines kezelés hatdsara a fehérjemintazat megvaltozott, a
fehérjék nagymértékben lebomlottak, tovabbd a fels6 nagymolekulatomegii savokban a
fehérjék mennyisége jelent6sen lecsokkent, eltiint, mar a 0,008 g/L tripszin koncentrécio
hatdsara. Irodalombdl ismert a kazeinek esetében, hogy az a-kazein a micella belsejében
helyezkedik el, igy a tripszin enzim szdmara nem hozzaférheté melynek kovetkeztében nem
tud részt venni a hidrolizisben. Ezzel szemben a k-kazein a kazein micella kiils6 részén
helyezkedik el, igy kénnyen részt tudott venni az enzimatikus reakciéban [CHEEMA et al.,
2015]. Az also, alacsonyabb molekulatdémeg tartomanyban tébb peptid / fehérje lathat6 (eddigi
meglévoek, illetve Ujonnan keletkezettek). Tobb esetben diffuz zdéna is megjelent, ami

egyértelmiien a hidrolizisre utal.

Az nanosziirt fehérjestiritménybdl eldallitott fermentalt készitmények (NFY, NFY + G)
esetében is hasonlo fehérjemintdzat lathato mint a normal nanosziirt fehérjestiritménynél.
Megfigyelhet6 tovabba, hogy a hozzaadott gliikoz nem befolyasolja a tejstiritményben talalhatd
fehérjék hidrolizisét a folyamat soran.

24/B abréan jol lathato hogy az allergias betegszérum a f6 allergénfehérjékkel reakcioba Iépett,
mely az erdsen megfestett immunreaktiv savokon is jol megfigyelhetd. Az egyes sdvok intenziv
elszinez6dése az adott allergén fehérje jelenlétére utal. Az immunblot vizsgalat sordn a 2 - 3
savra kerultek felvitelre a vizsgalandé allergén fehérjék, mig a 4 — 15 kozotti savok az eldallitott

mintakban 1év0 fehérjék allergéntartalmat mutatjak be.

A hokezelése soran (NF tejstiritmény — 4. sav) a fehérjéket rendkiviil magas héterhelés éri
ennek kovetkeztében az a- laktalbumin és B-laktoglobulin fehérjék szerkezete felnyilik, a
fehérjelancok felhasadnak. Ez kdszonheté annak, hogy a fehérjék térbeli szerkezetének a
megvaltozasaval az epitopok jelentds része inaktivva valik igy csokken az allergénhatas

mértéke. [WROBLEWSKA és KALISZEWSKA, 2012].

Mar az elso kezelés (0,008 g/L) soran megfigyelhet6 volt, hogy az a-laktalbumin nem mutatott
immunreaktivitast a human tej-allergias szérummal szemben. Azonban a k-kazeinekben és a
konjugalt B-laktoglobulinban és a-laktalbuminban még mindig jelen van a fennmarado allergén
hatés a 2. kezelést (0,016 g/L — 8. sav) kovetden, melyet egy halvany immunreaktiv savot jelez
20 — 35 kDa kozott.
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A kazeinfehérjék esetében a gélkép alapjan lathato, hogy a 3. kezelés ( 0,032 g/L — 11. sav)
hatdsara a hidrolizis soran a savintenzitds jelentésen lecsokkent ugyan, de még
immunreaktivitast (halvany immunreaktiv fehérjesavot) mutatott. A hidrolizis hatdsara a
keletkez6 — alsé tartomanyban 1évé — peptidek esetében nem volt megfigyelhetd

immunreaktivitas a szérummal szemben.

A fermentalt tejstritmények (NFY, NFY + G) esetében jol lathaté az allergénfehérje savok
intenziv megfestddése, ezen mintak esetében az allergénhatas jelentds.

Megfigyelhetd, hogy az allergén hatas tovabb csdkkenthetd abban az esetben ha az enzimesen
hidrolizalt mintakat tejsavbaktériumokkal fermentaljuk, mely jol lathat6 példaul az N1, N1Y és
N1Y + G mintdk esetében. Ez a tendencia szintén megfigyelheté a 0,016 és 0,032 g/L
enzimkoncentracional is.

LIANG 2020-as kutatdsai nyoman is megallapithatd hogy az enzimes kezelés hatasara
jelent6sen csokken a fehérjék allergenitasa. A hidrolizis kovetkeztében jelentésen nétt a kis
molekulatomegli (<3 kDa) peptidek mennyisége, melynek hatasara az allergénhatas is
csokkent. A kutatasok alapjan a kombinalt enzimekkel (protamex, alkalaz) végzett hidrolizis

tovabb csokkentheti az adott minta allergén hatasat.

4.6 Angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) gatlas aktivitasanak vizsgalata

A 2.4-es fejezetben bemutatott angiotenzin-konvertald enzim gatlasanak jelentds szerepe van
az egészség meglrzésében, gatlasaval csokkenthetéek a magas vérnyomas okozta kéros sziv és
érrendszeri megbetegedések kockazata. A gatlé peptidek segitik a vérnyomas szabalyozasat, az
ACE I - Il konverzi6 gatlasaval, melynek kdvetkeztében a vérnyomas alacsony értéken tarthato.
Jelen fejezetben a kezelt mintak inhibicids képességét vizsgaltam az enzimes kezelések és a

fermentacid fuggvényében.

Az ACE gétlas soran kapott eredményeket a 25. abran foglaltam 6ssze. A bemutatasra keriilo
diagramot tobb részre/csoportra osztottam fel, melyek az alabbiak voltak: (A) tripszinnel kezelt
folyékony tejfehérje-koncentratum angiotenzin-konvertal6 enzim aktivitasara Kkifejtett
gatlohatasat, (B) esetben a fermentalt fehérje-koncentratum angiotenzin-konvertalé enzim
gatlohatasa (I1Cso) lathatd hozzaadott glikozzal, illetve nélkile (C). A 26. abra (D) esetében
szintén az angiotenzin-konvertalo enzim aktivitasara kifejtett gatlohatasanak (1Cso) eredményei
lathatoak a kiilonb6z6 koncentraciok esetében, mig a 26. abra (E — F) esetében a gatlohatas

értékei lathatdak hozzaadott gliikdzzal és nélkile.
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Az ANOVA alapjan az egyes csoportok kozott (tejfehérjesiiritmény, fermentalt hidrolizatum +
glikoz, illetve fermentélt hidrolizatum glikdz nélkal) és az egyes kezelések kozott is
szignifikans kilonbség mutathat6 ki (F (2,18) = 213,08; F (2,18) = 63,05, mindkét esetben
p<0,01) (M3 12. tablazat). A Tukey-féle post hoc tesz eredményét az M3 melléklet 13. tablazata

mutatja be.
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Ac  Fermentalt NF, gliikoz nélkiili
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25. dbra: Az angiotenzin-konvertalé enzim aktivitasara kifejtett gatléhatasat (ICso) [ug/mL] a
membransziiréssel eldallitott fehérjesiiritmény enzimes hidrolizisét kovetden (A), enzimesen
hidrolizalt fehérjestiritmény gliikozzal (B) illetve nélkiile (C) vegzett fermentécidja soran. Az
eredmeényeket harom kisérleti eredmény atlagéertékével és szorasaval (+ értékekkel)
abrazoltam. Fels6 indexben a — b — ¢ a kezelések (N1 — N2 — N3), az A — B a csoportok
(fehérjestiritmény (NF), fermentalt hidrolizatum (glikéz hozzaadasaval), fermentalt
hidrolizatum (glukoz nélkil) kozott jelenti az eredmények kozotti szignifikans kilonbséget. A
kisbetiik: kezelések hatasanak 6sszehasonlitasa adott csoportban; nagybetii: csoportok

hatasanak 0sszehasonlitdsa kezelések soran

A Tukey-féle eljarassal vizsgaltam, hogy az egyes mintak kezelése (N1 = 0,008 g/L, N2 =0,016
g/L,N3=0,032 g/L) és a csoportok atlagai kozott mérhet6-e szignifikans killénbség. Jol lathatd
hogy a vizsgalt csoportoknal minden esetben szignifikans kulonbseg mutatkozik az enzimmel
kezelt mintak kozott. Az enzimkoncentracid ndvelésével minden esetben csokken az ICso

értéke.

Az 1Csp érték azt az inhibitor koncentraciot adja meg melynek értéke elégseges ahhoz, hogy az
angiotenzin-konvertalé enzim miikodése gatolva legyen a folyamat soran. A tejfehérjék,
kilonosen a kazeinek hidrolizise soran a tejsavbaktériumok ACE géatlo peptideket szabaditanak
fel [MINERVINI et al., 2003].
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Megallapithato tovabba hogy a hozzaadott gliikdz is hatassal van a folyamat soran mert 1Cso
értékre, ugyanis azokban a mintédkban, ahol glikozt adtam a mintakhoz kisebb 1Cso értéket
kaptam mint azoknal, ahol nem adtam gliikdzt a mintdkhoz. Ez azzal magyaréazhat6, hogy a
hozzaadott szénhidrat elésegiti a baktérium sejtek novekedését, melyek hatassal vannak a

fehérjek proteolizisere [RAMCHANDRAN és SHAH, 2009; VERMEIRSSEN et al., 2003].

Az alacsony zsirtartalmu tej fermentacidja inulin jelenlétében, illetve exopoliszacharidok
tejsavbaktériumokkal torténé alkalmazasa esetén alacsonyabb ICso-értéket kapunk, ellenben a
szénhidratok nélkdli fermentaciohoz [SHAKERIAN et al., 2013].

Az ACE gatlas mértéke a tejfehérje-koncentratumban szignifikdnsan nétt az alkalmazott
enzimkezelés hatasara, melynek mértéke aranyosan nétt a tripszin koncentracidjaval. Mas
kutatasok is jelen eredményeket tapasztaltak a vizsgalt témakdrben [ABD EL-FATTAH et al.,
2017].
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26. abra: Az angiotenzin-konvertald enzim [ug/mL-s] aktivitas vizsgalata eltérd fehérje
hidrolizatum koncentraciok mellett eléallitott fehérjesiiritmény enzimes hidrolizise (D),
enzimesen hidrolizalt fehérjestiritmény glitkozzal (E) illetve nélkile (F) végzett fermentécioja

soran.

Az abrazolt diagram (D) esetében a Ks Michaelis-Menten allandd értéke 77 uM. Az
eredmények az angiotenzin-konvertdlo enzim (ACE) tejfehérjék Altali gatlasanak nem
kompetitiv mechanizmusét mutattak, ilyenkor a Vmax csokken, de a Ks értéke nem valtozik.
Hasonlé nem kompetitiv gatlas lathaté a (E — F) abrak esetében is, ahol is Ks Michaelis-Menten
allandd értéke 60 és 85 uM. A 26. abran lathatd tovabbd hogy az enzimes hidrolizis
kovetkeztében csokkend tendencia figyelheté meg az egyes mintak reakciésebességében, ami
reakcidsebesség csokkenés egyenes aranyos az inhibicié ndvekedésével vagy ACE enzim
gatlasaval. A D — E — F abrakon lathato piros szinnel jel6lt (ACE) gorbe esetében a szubsztrat
mellett csak ACE enzim ker(lt alkalmazasra, ahol is lathato a kiindulasi reakciosebesség, illetve

ACE gétlas mértéke.

Abban az esetben ha a fehérjestiritményt 0,008 g/L koncentracidju tripszin enzimmel kezelem
540, - 1620, - 4860, - as higitasi sor mellett megfigyelheté hogy a kiindulési 4,34 pug/mL-s
reakcidsebesség 3,4 pg/mL-s-re csokken. Ez a csokkend tendencia a nagyobb
enzimkoncentraciok esetében is jol lathatd, ugyanis ha a tripszin enzim mennyiségét 0,016 és
0,032 g/L-re novelem a mért reakcidsebesség tovabb csokken. Ha az enzimesen hidrolizalt
fehérjestiritményt (0,008, - 0,016, - 0,032 g/L) fermentalom (F) 160, - 480, - 1440, -es higitas
mellett, a reakciosebesség csokkenése folytatddik. Megallapithaté hogy a fermentécio eldsegiti
az ACE gatlas mértékét, ugyanis a fermentacio eldrehaladtaval né a mintdkban az ACE gatlo

peptideknek a mennyisége.

crcr

peptidek megvaltoztatjak az ACE enzim felépitését, valamint az aktiv centrum szerkezetét,
melynek hatasara a szubsztrat és az ACE enzim kozotti reakcidsebesség csokken vagy leéll
[MEDEIROS et al., 2013].

A hidroféb aminosavakat tartalmazé peptidek, mint példaul a fenilalanin, prolin, triptofan és

tirozin a C-terminalis helyzetben kotddhetnek az angiotenzin konvertald enzimmel, ezzel

eldsegitve a gatlo hatas kialakulasat [LOPEZ-FANDINO et al., 2006].
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4.7Mikrobiologiai aktivitas vizsgalata enzimes hidrolizissel eléallitott

mintak esetében

Az ¢élelmiszer eredetii megbetegedések kialakulasaban jelentds szerepet képviselnek az
élelmiszerekben talalhatd mikroorganizmus torzsek. Szamos mikroba torzs termeszetes modon
is jelen van az élelmiszerekben, jelenlétiik sok esetben létfontossagu a végtermek jellegének
kialakuldsdban. Azonban a jétékony/hasznos baktériumok mellett patogén torzsekkel is
talalkozhatunk, melyek szamos veszélyforras és megbetegedés forrasai lehetnek.

Szémos kutatds vizsgalta a tejfehérjék antibakterialis hatasat, képességét bizonyos patogen
mikroorganizmus torzsek esetében. Az esetek jelentds részében a tejfehérje-koncentratum nem
mutatott antibakterialis aktivitast, az alkalmazott agarlemezen nem volt gatlasi zona

megfigyelhetd.

Néhany esetben megfigyelhetd volt hogy a savofehérjék koziil a laktoferrin és a laktoperoxidaz
mutat némi antibakterilis aktivitast, de ennek mértéke elenyészdnek tekinthetd. Antibakterialis
aktivitdas mérhetd tovabba az as» -kazein tripszin enzimes hidrolizise utan felszabadulo
Casocidin-I esetében Staphylococcus carnosusra nézve [WANG et al., 2020; ZUCHT et al.,
1995; SEIFU et al., 2005].

Mivel a membransziirés soran a savofeherjék mennyisége alacsony volt a mintakban, igy a
tejfehérjesiiritményben nem volt mérhetd antibakterialis aktivitas, gatldsi zona nem volt

megfigyelhetd.

Azonban a tripszinnel végzett enzimes hidrolizis soran mar megfigyelhetd volt az
antibakterialis aktivitds Bacillus cereus és a Staphylococcus aureus mikroba torzsekkel

szemben.

A peptidek €s a baktériumok sejtmembranja kozotti kapcsolat szdmos paramétertdl fiigg, mely
tobbek kozott az egyes peptidek koncentraciojatol és annak aminosav szekvencidjatol
[PATRZYKAT és DOUGLAS, 2005].

Megallapithatd tovabba, hogy a Gram + mikrobak érzékenyebbek a tejsavofehérjékbol
szarmazd peptidekre, ellentétben a Gram - mikrobakkal. Az antibakterialis aktivitassal
kapcsolatos mérési eredményeimet a 27. dbra mutatja be, melyben az enzimesen hidrolizalt
tejfehérjestiritmény, tovabba a fermentalt mintak (glikoz hozzaadasaval, illetve nélkile) soran

mért gatlasi zonak lathatdak.
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Az eredményeket harom parhuzamos mérés soran kapott atlag és széras értekekkel mutatom
be, tovabba az egyes csoportok kozotti szignifikans kilonbségeket is vizsgaltam Tukey
statisztikai proba hasznélataval.

Ahogy a 27. abrén is lathato az enzim kezelt, illetve a fermentalt mintak esetében mérhetd
gatlasi zona volt megfigyelheté Bacillus cereus, Listeria monocytogenes és Staphylococcus

aureus torzseknél.

A MANOVA szignifikdns  kezeléshatdst  mutatott ki tejfehérjesiiritményre
(Wilk-féle lambda=0,079; p<0,01; M3 18 — 19. tablazat). Bacillus cereus és Staphylococcus
aureus esetén is szignifikans volt a kezeléshatas (F(3,8) = 21,63; p<0,001, illetve F(3,8) =
15,46; p<0,01).

A fermentélt mintak esetében a kezelésre szignifikins MANOVA eredményt kaptunk, am a
hozzaadott glikdozra nem (Wilks-féle lambda: 0,03; p<0,001, illetve 0,82; p=0,42).

A valtozonkénti ANOVA a kezelésre mindharom esetben szignifikdns eredményt adott
(Bacillus cereus: F(3,16) = 47,52, Staphylococcus aureus: F(3,16) = 24,39, Listeria
monocytogenes: F(3,16) = 104,99, mindharom esetben p<0,001). A paronkénti ésszehasonlitast
Tukey-féle post hoc teszttel végeztem (27. abra, M3 20-28. tablazat).
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27 .Abra: Mikrobilogiai aktivitas (gatlasi zona) [mm] vizsgalata eltérd tripszin koncentraciok

mellett elGallitott fehérjestiritmény (A), hidrolizdtum fermentécioja gliikozzal (B) és a

hidrolizatum fermentacidja gliikéz hozzaadasa nélkil (C). Az eredményeket harom kisérleti

eredmény atlagértékével és szorasaval (+ értékekkel) abrazoltam. Fels6 indexbena—b —c
jeldlés jelenti a kezelések (N1 = 0,008 g/L — N2 =0,016 g/L — N3 = 0,032 g/L) kdzotti

szignifikans kilonbséget.
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Lathato tovabba, hogy a tripszin koncentracidjanak 0,008 g/L értékrdl 0,032 g/L-re (N1 — N3)
val6 novelésevel a gatlasi zona mérete novekvé tendenciat mutat az alkalmazott baktérium

torzsek mindegyikénél.

Bacillus cereus esetében vizsgalt gatlasi zona mérete az aldbbiak szerint valtozott: az enzim
koncentracié 0,008 - 0,032 g/L-re torténd novelésével a gatlasi zona 2,5 mm-rdl 4,3 mm-re
nott. Ugyanezen koncentraciokat vizsgalva a Staphylococcus aureus esetében is nott a gatlasi
z6na mértéke, mely ebben az esetben 2,3 mm-r6l 3,6 mm-re valtozott, melynek eredményeit a
28. dbra mutatja be.

28. abra: Mikrobilogiai aktivitas (gatlasi zona) [mm] vizsgalata Staphylococcus aureus
mikrobat6rzs esetében a hidrolizatum fermentéacioja soran, alacsony és magas

enzimkoncentracional (N1 (piros) — N3 (kék) ).

Listeria monocytogenes esetében a gatlast csak a fermentalt mintak esetében vizsgaltam 29.
abra (B — C), ahol is a 0,008 — 0,032 g/L enzimkoncentréacié alkalmazasa soran a gatlasi z6na
3,2 mm-r6l 4,3 mm-re nétt (29. abra). Az abrazolt diagrammokon jél lathatd, hogy a
fermentacio eldsegiti a baktériumtorzsekkel szembeni gatlo peptidek vagy bakteriocinek

termelddését, ezzel egyiitt a gatlasi zonak novekedését [GOMEZ et al., 1997].
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29. abra: Mikrobilogiai aktivitas (gatlasi zona) [mm] vizsgalata Listeria monocytogenes
mikrobatdrzs esetében a hidrolizatum fermentacidja soran, alacsony és magas

enzimkoncentracional (N1 (piros) — N3 (kék) ).

Megfigyelhetd tovabba hogy a gatlasi zonak nemcsak az enzimkoncentraciok novelésével
valtoznak, abban az esetben ha a fermentacidt hozzaadott glikézzal végezzik (27. abra — B) a
gatlasi zonak atmérdje tovabb nd, mivel a fermentacios kozeghez hozzaadott gliikkoz eldsegiti a

tejsavbaktériumok novekedését ezzel pedig a fehérjék proteolizisét.

A tejfehérjestiritmény (27. abra - A) esetében nem lathatd szignifikans kilonbség az adott
enzimkoncentracion (N1 — N2 — N3) vizsgalt torzsek kodzott (Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus), ugyanis N1 esetén, vagyis a gatlasi zona valtozasat a novekv6 enzimkoncentracid
hatarozza meg. Hasonld kovetkeztetéseket vonhatunk le a fermentalt mintak esetében is (27.
abra — B — C) ahol a gétlasi zéna alakulasa és az enzimkoncentracié ndvelése kdzott lathatd

szignifikans kapcsolat.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kutatasaim soran sikeriilt egy olyan egészségmegorzo tejipari terméket eldallitanom, melynek
a jovOben széleskorli alkalmazasa valik lehetségessé. Nagy figyelmet forditottam a termék
allergéntartalmanak a csdkkentésére, ugyanis a tejfehérjék okozta allergia évrol évre névekvd
tendenciat mutat, igy nem elhanyagolhat6 az allergénmentes termék eldallitas fogalma. A
jovoben minden bizonnyal kiemelt figyelmet kapnak az allergénmentes termék eldallitasi
technoldgidk, nemzeti egészségligyi szempontbol fontos lenne ezen technoldgidk
(membransziirés, enzimes hidrolizis) piacanak a fejlesztése. A termék eldallitdsdhoz egy Uj
gyartasi technologiat dolgoztam ki, optimalizaltam laboratériumi koéralmények kozott. Az Uj
gyartasi technologia részét képezte a membransziirés, enzimes hidrolizis és fermentacio

kombinalt alkalmazésa.

Az allergénmentes termék eldallitdsa soran alapanyagként UHT tejet hasznaltam, melyet elsd
1épésben membransziiréssel bestritettem. Itt célom volt a fehérjetartalom névelése, mely jelen
vizsgalataim soran kétszeres volt. A membransziirés soran sikeriilt a permeatum fluxus értékét
az alkalmazott membransziirési paraméterek mellett maximalizdlni. Azonban késébbi
vizsgalatok soran érdemes lenne a TMP (2 — 3 bar) és RFR (100 — 200 L/h) értékek
intervallumat béviteni, vizsgélva a tovabbi fluxus és fajlagos energiafogyasztas értékét. A
valasztott 3 bar TMP és 100 L/h RFR érték mellett siker(lt a kezdeti 31 g/L fehérjetartalmat a
kdzel kétszeresére ndvelni, ami mellett minimalis volt a fajlagos energiafogyasztas. A
fehérjetartalom novelésével a kés6bbi hidrolizis soran novelheté a keletkezd termék
antioxidans tartalma, bioaktiv peptidek mennyisége, melyek kozvetlenil hatnak a

fehérjestiritmény ACE gétlo és antibakterialis hatdsara.

Vizsgélataim sordn tripszin enzimet alkalmaztam melynek akitivitisa hossz(i id6n at
fenntarthat6 tovabba a fehérjék hidrolizisének a mértéke is jelentds azon fehérjék esetében ,
melyek allergén aktivitassal rendelkeznek. A késdbbi vizsgalatok sordn érdemes lenne mas
enzimeket is Kiprobalni, vizsgalni a hidrolizis hatasfokat, illetve a keletkezé peptidek
allergénhatésat. Erdekes lenne annak a vizsgélata is, hogy az egyes enzimek milyen kocentracio
alkalmazasa mellet érnék el a termék allergénmentességét, illetve az alkalmazott enzim milyen
organoleptikus tulajdonsagokat kdlcsénodzne a terméknek. Szamos kutatas szerint a hidrolizis
soran némely esetben olyan peptidek szabadulnak fel, melyek keserti izt kdlcsonézhetnek a

hidrolizatumnak.
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Megallapitast nyert vizsgalataim soran hogy az enzimkoncentracié novelésével nd az
antioxidans tartalom, ACE gatlas és antibakterialis hatas, érdemes lenne ezeket is mas enzimek

alkalmazasa mellett vizsgalni.

A ndvelt ACE enzim gatlés és némely patogén mikroba torzzsel szembeni gatlas mindenképpen
egy Uj hozzaadott értéket képvisel a fehérjestiritmény esetében mely késébbi termékek
eléallitasa soran egy 0j funkcionalis piaci szektort nyithatna meg. Mivel a magas vérnyomas
civilizacios betegségnek szamit napjainkban az ACE enzim gatlasa jelentds figyelmet igényel
a jévoben is. Ahogy azt mar emlitettem, a Doktori munkam kiemelt részét képezte a tejfehérje
allergia megsziintetése az eldallitott hidrolizatum esetében, ennek érdekében sikeresen
csokkentettem/megsziintettem a fehérjék allergenitasat melyet human szérum jelenlétében is
vizsgaltam immunblot mérések Kkivitelezésevel. A kdzepes és nagy enzimkoncentracio
sikeresen megszintette a fehérjék immunreaktivitasat a folyamat soran melyet az immunblot
vizsgalatok is igazoltak. Szamos kutatds szerint a fehérjék molekulatémegének csdkkentese
megszinteti a fehérjék allergenitasat, mely esetben az emberi szervezet mar nem ismeri fel
allergén Osszetevoként az adott komponenst. Ebben az esetben is fontosnak tartandm maés
enzimek Kkiprobalasat, hogy azok milyen koncentracional sziintetik meg az allergénhatast,

illetve mas tipusu tejek esetében hogyan valtoznanak a vizsgalt analitikai paraméterek.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK — TEZISEK

1. Statisztikai modszerrel modellt allitottam fel spiralis statikus keverével (lasd, 3.2
Membransziiré berendezés c. alfejezet) végzett membransziirés (NF, 5 nm, lasd

3.2.) kezdeti fluxusanak becsléséhez/szamitasahoz:

Statikus kever6 alkalmazasa mellett -

P—2,5
0,5

Q — 150

TMP — 2,5) _ (Q — 150)

= 24,426 + 9,402 (TM
/=24 ’ 0,5 50

)+0,0825 ( )+0,0825 (

Statikus kever6 nélkil -

L) v (222 (L5

TMP - 2,5
0,5

J =12,242 + 3,797 - ( ) +1,172 - (

2-3 bar TMP és 100-200 L/h RFR kozétti, allandd hdmérséklet (25°C) tartomanyban

modelleztem a térfogatdram, nyomas, visszatartas, fluxusra kifejtett hatasat.

2. Vizsgalataim soran sikeriillt maximalizalnom a sziirletfluxust, ami mellett a
membransziirés fajlagos-energiakoltsége is a legalacsonyabb volt, az alkalmazott
Uzemi paraméterek mellett (TMP = 3 bar és RFR = 100 L/h).

A laboratériumi membransziirés soran spiralis kialakitasa statikus kever6t (lasd, 3.2
Membransziiré berendezés c. alfejezet) alkalmaztam. Sziirési kisérleteimet allando
25°C-on végeztem. Az alkalmazott membransziirési paraméterek mellett a fluxus

34,22+1,08 L/m? h, mig a fajlagos-energiafogyasztas 4,87 kWh/m? volt.

(A membransziirés soran, mint nyersanyagot UHT technoldgiaval eléallitott,
homogenizalt 1,5%-0s tehéntejet hasznaltam, melyet helyi szupermarketb6l vasaroltam.
Az alkalmazott tej fehérje-, laktoz- és zsirkoncentracioja atlagosan 31 + 0,1 g/L, 47
0,84 g/Lés1+0,12 g/L

110



Egyszeriisitett kompromisszumos optimalizalassal megallapitottam, hogy adott NF
(5 nm) keramia membrénnal, cross-flow médban torténé besiiritésnél az optimalis
Uzemi paraméterek TMP = 3 bar és RFR = 100 L/h, ezen értékeknél biztosithaté a

legmagasabb fehérje koncentracio a retentatumban (59,21 g/L).

Alland6 nyomas (TMP = 3 bar) és valtozo térfogataram (RFR = 100 - 200 L/h) mellett,
a retentatum fehérjetartalmaban (g/L) nem mérhetd szignifikans kiilonbség, azonban
magasabb RFR mellett a membransziirés fajlagos-energiafogyasztasa nagyobb volt (35
kWh/m?®), igy gazdasagossagi szempontbdl vizsgalataim soran az RFR = 100 L/h-t
alkalmaztam (lasd, 4.1 Tejfehérjestiritmény elballitasa membransziirés alkalmazasaval

c. alfejezet).

Mérésekkel igazoltam, hogy az NF fehérjesiiritmény enzimatikus hidrolizise utan
az antioxidans tartalom az enzimkoncentracié kétszeresére torténdé emelésével

szignifikansan né a vizsgalt mintakban.

Analitikai vizsgélataim alapjaul a membransziirés soran kapott fehérjesliritmény
szolgalt, melyet kilénféle enzim koncentracidk mellett hidrolizaltam. A tripszin
enzimmel végzett hidrolizis sordn az egyes enzim koncentraciokhoz tartozo
enzimaktivitas értékek a kovetkezOképpen alakultak: 0,008 g/L (0,014 AU/(senug),
N2=0,016 g/L (0,028 AU/(s*pg), N3=0,032 g/L (0,056 AU/(s*ug).

A fehérjestiritmény enzimes hidrolizisét 40 °C-on 10 percig, az inaktivalast 70 °C-on 30

percig végeztem.

DPPH esetében a ndvekedés tobb mint haromszoros, mig a FRAP viszgalat soran 20 —
50 %-os novekedés volt mérhetd, a membransziirés soran  kapott
tejfehérjesiiritményéhez képest. Az N3-as enzimkoncentracio mellett a 0,032 g/L-es
enzimes kezelés sordn 62,04 = 2,74 % volt a minta antioxidans tartalma a DPPH
moddszer soran. Ugyanez a novekvé tendencia volt megfigyelheté a FRAP modszer
soran is ahol az N3 enzimkoncentracié mellett 202,65 + 2,25 mg/L volt. Valtozonkénti
ANOVA mindkét faktor (kezelések, csoportok) esetén mindkét valtozora (FRAP,
DPPH) szignifikans hatast mutatott FRAP: F(2,24) = 44,39; p<0,01; DPPH: F(2,24) =
60,31; p<0,01
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A mintak antioxidans tartalma a fermentacio és a hozzaadott gliik6z hatasara csokkend
tendenciat mutat. DPPH modszer esetén 53,4 + 1,17 %, ami 15 %-0s, mig FRAP esetén

128,3 + 32,04 mg/L, ami 15 %-os csokkenést jelent az antioxidans tartalom értékében.

Megéllapitottam, hogy a fels6 nagymolekulatomegii siavokban a fehérjék
mennyisége jelentésen lecsokkent, megvaltozott a fehérjemintazat.

Az éltalam alkalmazott legmagasabb enzimkoncentracional (0,032 g/L) hidrolizalodott
az Osszes jelentOs allergén reakciot kivaltd protein (o-laktaloumin, B-laktoglobulin,
kazeinek: a- B- és x, immunglobulinok, laktoferrinek, laktoperoxidazok).

Az allergén hatés tovabb csokkenthetd abban az esetben ha az enzimesen hidrolizalt
mintakat tejsavbaktériumokkal fermentaljuk (N1, N1Y és N1Y + G). Osszeségében
elmondhatd hogy 0,032 g/L tripszin koncentrdcid esetén mar nem figyelheté meg
immunreaktivitds a szérummal szemben. Az immunblot vizsgalatok soran
megallapitottam azt, hogy az enzimkoncentrécid novelésével (0,008 — 0,032 g/L)
csokkenthet6 az allergén epitopok aktivitasa melynek kozvetlen hatadsaként csokken a
fehérjek allergénhatéasa. Az alkalmazott enzimkoncentracidk soran lathatd, hogy a 0,032
g/L tripszin koncentraci6 mellett a fehérjék allergénhatasa megsziinik, az enzimes
hidrolizis megszintette az immunreaktiv fehérjéket. A 0,008 és 0,016 g/L
enzimkoncentracio mellett még féleg a kazeinfehérjék mutattak immunreaktivitast,

illetve a felsé molekulasavban néhany fehérje.

Vizsgalataim soran megallapitottam hogy, a fermentalt mintakon elvégzett ACE
gatlas analitikai vizsgalatai alapjan az enzimkoncentracio novelésével (0,008 —
0,032 g/L) szignifikansan né (ANOVA - F (2,18) = 213,08; F (2,18) = 63,05, p<0,01)
az ACE gatlas mértéke az egyes mintakban (csokkené ICso erték).

A csokkenés mértéke 20 — 40 % kozotti, a fermentcid és az enzimes hidrolizis
kombindlasa eldsegiti az inhibicié mértékét. Minél kisebb ICsq érték volt mérhetd annal

nagyobb volt a mintdkban mert ACE gatlas mértéke.

A fermentacio, illetve a hozzéaadott gliik6z pozitivan hatott az ACE gétlasra, ugyanis
ezen esetekben az ICso értéek tovabb csokkent. 0,032 g/L enzimkoncentracio és
fermentacié hatasara az 5,8 mg/mL érték 3 (hozzédadott glikoz nélkil), illetve 2,5

mg/mL (hozzaadott glukdzzal) értékre csokkent.
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Vizsgalataim soran megallapitottam hogy a tejfehérjék tripszines hidrolizisének
soran felszabadul6 peptidek a Bacillus cereus, Staphylococcus aureus és Listeria
monocytogenessel szemben szignifikdnsan antibakterialis hatast nyuUjtanak
(ANOVA -Bacillus cereus: F(3,16) = 47,52, Staphylococcus aureus: F(3,16) = 24,39,
Listeria monocytogenes: F(3,16) = 104,99, mindharom esetben p<0,001).

Az enzimkocentracio fokozatos ndveléseével (0,008 g/L-rél 0,032 g/L-re ndvelt
koncentrécid soran) a gatlasi zona (2,5 mm-r6l 4,3 mm-re — 72 %) n6tt Bacillus cereus
esetén, mig ugyanezen koncentraciok esetén a Staphylococcus aureus mikroba tdrzs
esetében is nétt a gatlasi zona mértéke, mely (2,3 mm-r6l 3,6 mm-re — 56 %) valtozott.
A gatlasi zonak atméréje a fermentacido hatasara tovabb nétt (10 — 20 %), ami a
hozzaadott gliikoz hatasara tovabbi kismértékii (5 — 10 %) javulast mutatott, ugyanis a
hozzaadott gliikdz elésegitette a starter kultira novekedését/metabolizmusat. A
fermentacid soran Bacillus cereus esetén 4,76 mm (hozzaadott gliikoz nélkil) és 5 mm
(hozzdadott gliik6z) volt a gatldsi zona értéke. Hasonld valtozads volt megfigyelhetd
Staphylococcus aureus esetén is, ahol a fermentéacio soran 3,97 mm (hozzéadott glukoz
nélkil) és 4,17 mm (hozzaadott gliikdz) volt a gatlasi zona értéke.

Fermentalt mintak esetén Listeria monocytogenes torzsre is elvégeztem a vizsgalatokat,
ahol minimalis mértékben (5%) szintén ndtt a gatlasi zoéna atmérdje N1 = 0,008 g/L

enzimes kezelés hatasara 3,4 mm-re.
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7. OSSZEFOGLALAS

A 21. szézadi tarsadalomban az élelmiszeripar és a fogyasztdi igények, illetve elvarasok
jelentds valtozasokon estek at, mely a felgyorsult és egyben stresszesebb ¢életvitelnek a negativ
kdvetkezmenye. A jelen kor emberét tobb stressz és negativ hatas éri élete soran, melyek
hosszutavu, allandd fennallésa esetén kéros metabolikus folyamatok indulhatnak meg az emberi
szervezetben. Ezek a karos metabolikus folyamatok (elhizas, magas vérnyomas és sziv
érrendszeri megbetegedések) eldsegithetik a szabadgyokok képzodését, melyek a rékos
megbetegedések kockazatat névelik. Az utébbi évtizedekben ezen kéros hatdsok mérséklésére
egyre nagyobb igény mutatkozik, igy olyan hozzaadott értékkel rendelkezd élelmiszerek
fejlesztése valik szukségessé, melyek egy vagy tdbb kompenense bizonyitottan
egészségmegOrzo tulajdonsaggal rendelkezik. Ilyen egészségmeg6rzé komponensek a bioaktiv
peptidek, melyek a fehérjék enzimes hidrolizise, fermentécioja révén képzddnek, hatasuk 1évén
képesek a szabadgyokok altal indukalt megbetegedések kockéazatanak a csokkentésére. A tej és
tejtermékekben talalhat6 aminosavak fontos szerpet jatszanak az érzékszervi €s szerkezeti
tulajdonsagok kialakitasaban. A tejben 1évd bioaktiv peptidek ismert, megalapozott élettani
funkciokkal rendelkeznek szamos élelmiszeripari alkalmazds sz&méra funkciondlis
tulajdonsagu anyagok forrasat biztosithatjak. A bioaktiv peptidek eldallitasa soran figyelembe
kell venni az élelmiszer allergia jelenlétét. A leggyakoribb élelmiszerallergia tipusok kozott a
blza és glutént tartalmazé gabonafélék, a tehéntej és tejtermékek, valamint a kukorica termékek
talalhatoak. A tej allergia, a tejben 1évd fehérjékre adott kdros immunvélasz, igy ennek

megsziintetése kiemelten fontos a tejfehérje alapt bioaktiv peptidek eldallitasa soran.

A laboratoriumi kisérleteket a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem (MATE),
Elelmiszertudoményi és Technoldgiai Intézet Elelmiszeripari Miiveletek és Folyamattervezés
Tanszékén 6sszeéllitott membransziird, bioreaktor/fermentor berendezéseken végeztem. Az igy

eldallitott fehérje hidrolizatumot szamos analitikai vizsgalatnak vetettem alé.

Doktori munkam alapanyagaként UHT (Ultra High Temparature) technologiaval eldallitott
tejet hasznaltam, melyet helyi tizletbdl szereztem be. Kisérleteim elsd 1€péseként az UHT tejet
membransziirés (NF — 5 nm) hasznalataval a kétszeresére stritettem be (VCR — Volume
Concentration Ratio = 2). Célom a fehérjetartalom novelése volt mely alapjat képezte tovabbi

vizsgalataimnak.
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Az alkalmazott kisérletterv soran sikertlt olyan TMP — 3 bar (Transzmembran
nyomaskilonbség) és RFR — 100 L/h (Recirkulacios térfogataram) értéket valasztanom mely
esetben a fluxus értéke magas viszont a membransziirés soran mért fajlagos energiafogyasztas

alacsony statikus keverd alkalmazasa mellett.

Amellett, hogy a membranszlirés soran sikeriilt a fluxus értékét magasan tartani, az alkalmazott
membransziirési paraméterek mellett a stiritmény fehérjetartalma is kozel a kétszeresére nott,
ellentétben a tobbi RFR és TMP paraméter mellett. Az alkalmazott RFR és TMP értékek mellett
a fehérjetartalom a sliritményben elérte a 59,21 £ 1,26 g/L értéket. A fehérjestiritmény
eléallitdsa utan a minta hidrolizisét harom kiilonb6z6 enzimkoncentracio (N1 = 0,008 g/L, N2
= 0,016 g¢g/L, N3 = 0,032 g/L) mellett végeztem tripszin enzim alkalmazdsa mellett.
Vizsgéalataim sordn megéllapitottam hogy az enzimkoncentracid novelésével szignifikansan n
a hidrolizatum antioxidans tartalma mind a FRAP és DPPH modszerek mellett. Azonban a
fermentacido soran a tejfehérjestiritményben mért antioxidans tartalom enyhe csokkend

tendenciat mutat az eredeti értékekhez képest mindkét modszer esetében.

A novelt enzimkoncentracié nem csak az antioxidans tartalom értékére hat pozitivan, né a
hidrolizatumban az ACE géatlas mértéke, és annak antibakterialis aktivitasa. Az angiotenzin-
konvertalo enzim géatld peptidek jelent6s szerepet toltenek be a magas vérnyomas kezeléseben,
ugyanis hatasukra csokken a kardiovaszkularis nyomas mely az értagitd hatdsnak koszonhetd.
Az angiotenzin-konvertalé enzim gatlé peptidek jelenléte, a ndvelt antioxidans tartalom és az
antibakterialis hatas egyuttesen jellemzik a bioaktiv peptidek egészségre gyakorolt pozitiv

hatasat, és a benniik 1év0 fejlesztési, kutatasi potencialt.

Az enzimes hidrolizis eredményeit vizsgalva megallapithaté hogy az allergénaktivitassal
rendelkez6 fehérjék (kazeinek, a-laktalbuminok és a B-laktoglobulinok) 0,032 g/L tripszin
koncentraci6 mellett elveszitik immunreaktivitasukat és mar allergénmentesnek tekinthetdek az

adott hidrolizatumok.

Doktori munkam soran sikeriilt egy olyan egészségmeg0drz0 tejipari terméket eléallitanom mely
olyanok szdmara is alternativ fogyasztasi lehetOséget kinal, akiknél tejfehérje allergia
diagnosztizalhatd. Az eldéllitott fehérjehidrolizdtum alkalmas 1j, hozzadott értékkel
rendelkez6/funkcionalis termékek eldallitasara. Az alkalmazott technologia laboratdriumi
koriilmények kozotti implementalasa sikeres volt, igy a jovObeni kutatasok eldsegithetik a

folyamat féllizemi technoldgiéban valo létrejottet.
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8. SUMMARY

In the 21" century, the food industry, the customer’s needs and expectations are significantly
changed due to accelerated stressful lifestyle. Nowadays, people are highly touched by stress
which have negative impacts on them. When it’s a continuous long-term condition, it can
initiate metabolic process in the human body. Harmful metabolic progresses such as obesity,
hypertension and cardiovascular diseases could cause the formation of free radicals which
increase the risk of cancer. In the last decades, the need for reducing these harmful effects is
growing, this is why the development of value-added foods is necessary with one or more
components which have health-preserving properties. These health-preserving components are
the bioactive peptides which are formed by enzymatic hydrolysis and fermentation of proteins.
Thanks to their effects, the risk of free radical induced diseases are reduceable. The amino acid
which are findable in food and dairy products as well, have an important role in the development
of sensory and structural properties. Bioactive peptides in milk have known with well-
established physiological functions which can provide a source of functional substances for
food industry. The presence of food allergenicity must always be considered in the production
of bioactive peptides. The most common types of food allergies are the wheat and gluten-
containing cereals, cow’s milk and dairy products, and corn products. Milk allergy is an adverse
immune response to proteins in milk, this is why the elimination of it is extremely important in

production of milk protein-based bioactive peptides.

The laboratory experiments were performed at the Institute of Food Science and Technology
Department of Food Process Engineering of the Hungarian University of Agriculture and Life
Sciences (MATE) by membrane filtration and bioreactor/fermentor equipment. The produced
protein hydrolysate was examined by many analytical tests. As a row material for my doctoral
work, | used UHT (Ultra High Temperature) produced milk which was obtained from a local
store. The first step of my experiment was doubling the protein content of UHT milk (VCR —
Volume Concentration Ratio = 2) by using membrane filtration (NF — 5 nm). My goal was

increasing the protein content which formed the basis of my further research.

During the applied experimental plan, | managed to choose the values of TMP — 3 bar
(transmembrane pressure) and RFR — 100 L/h (recirculation flowrate) in which case the value
of flux is extremely high, while during the membrane filtration measured specific energy

consumption is low beside of using static turbulence promoter.
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Beside of the fact that keeping the high value of the flux during the membrane filtration was
successful and thanks to the applied membrane filtration parameters, the protein content of the
concentrate almost doubled, in contrast to the other RFR and TMP parameters.

In addition, next to the used RFR and TMP values, the protein content in the concentrate
reached the 59,21 + 1,26 g/L. After the production of protein concentrate, the hydrolysis of the
sample was performed at three different enzyme concentrations (N1=0.008 g/L, N2 = 0.016
g/L, N3 = 0.032 g/L) with applicating trypsin enzyme. In my research, | found that the
increasing enzyme concentration significantly increases the antioxidant content of the
hydrolysate at the FRAP and DPPH methods as well.

However, the measured antioxidant content in the milk protein concentrate during fermentation
shows a slight decreasing tendency compared to the original values at both methods. The
increased enzyme concentration has a positive effect on the antioxidant capacity, but also
increases the degree of angiotensin-converting enzyme inhibition in the hydrolysate. The
angiotensin-converting enzyme inhibitory peptides play an important role in the treatment of

hypertension by reducing cardiovascular pressure.

Due to the tryptic digestion of liquid milk protein concentrate, antibacterial activity against
Bacillus cereus and Staphylococcus aureus was shown. Furthermore, when liquid milk protein
concentratewas fermented with lactic acid bacteria, antimicrobial activity was additionally
found against Listeria monocytogenes. Antibacterial activity against mentioned microbes was

increased in liquid milk protein concentrate after fermentation treatment.

Furthermore, the enzymatic hydrolysis show that proteins with allergenic activity (caseins, a-
lactalbumins and f-lactoglobulins) lose their immunoreactivity at a concentration of 0.032 g/L

trypsin and are considered allergen-free hydrolysates.

During my doctoral work, | have succeeded in developing a protein hydrolysate which is
suitable for the production of new value added/functional products. The implementation of the
technology under laboratory conditions was successful, so future research may facilitate the

development of the process in an industrial scale
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M2. Géplista — Berendezések

M2 1. Laboratériumi centrifuga - Z206A; Hermle Labortechnik ;Wehingen, Németorszag
M2 2. Bioreaktor — Solida Biotech; Miinchen, Németorszag
M2 3. Inkubator (Fermentécid) - HACH, Dusseldorf, Németorszag
M2 4. Bio-Rad (Gélelektroforézis) — Bio-Rad Mini Protean 3 Cell; Bio-Rad Hungary Ltd
BioRad power PAC1000 feszUltségado készilek
BIO-RAD Gel Doc 2000 leolvaso

M2 5. Spektrofotométer (UV — VIS) - EvolutionTM 300; Thermo ScientificTM; Waltham MA,
USA

M2 6. Fluoreszcens lemezolvasé - BMG Novostar, BMG Labtech; Németorszag
M2 7. Elektroforetikus blottol6 - BIO-RAD Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

M2 8. Optikai denzitométer - DEN 1-B McFarland Densitometer, Bio-Science, Magyarorszag
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M3. Post Hoc teszt - Tablazatok
M3 1. Tablazat: Fluxus és energiafogyasztas adatok statisztikai kiértékelése

Statistic | Std. Error

0,0000 | 0,00934

-0,0185

0,0185

0,0077

0,0107

0,013

0,11441

-0,50

0,21

0,71

0,12

-1,369 0,198

3,969 0,394

0,0000 | 0,00105

-0,0021

0,0021

0,0005

0,0003

0,000

0,01282

-0,05

0,04

0,09

0,01

-0,933 0,198

3,749 0,394
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M3 2-3. Tablazat: Fehérjetartalom adatok statisztikai kiértékelése (Levene, Shapiro

Wilk)
Levene's Test of Equality of Error Variances®
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Prot Based on Mean 2,342 8 0,149
Based on Median 0,754 8 0,550
Based on Median and with 0,754 4,690 0,568
adjusted df
Based on trimmed mean 2,197 3 8 0,166
Tests of
Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Residual for 0,173 12 .200" 0,950 12 0,630
Prot

M3 4. Tablazat: Fehérjetartalom adatok statisztikai kiértékelése (Post-hoc teszt - Tukey)

Descriptive Statistics

Dependent
Variable: Prot
Std.

TFA Mean | Deviation N

100 L/h 2 bar 42,50 2,59 3
3 bar 59,21 1,67 3
Total 50,86 9,36 6

200 L/h 2 45,20 0,30 3
3 62,83 1,85 3
Total 54,02 9,73 6

>

TFA nyom
a Aa
b Ab
a Aa
b Ab

M3 5-6. Tablazat: Antioxidans adatok statisztikai kiértékelése (Levene, Shapiro Wilk)

Levene's Test of Equality of Error Variances?

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
FRAP Based on 1,746 11 24 0,123

Mean
Based on 0,493 11 24 0,889
Median
Based on 0,493 11 13,416 0,877
Median
and with
adjusted
df
Based on 1,624 11 24 0,155
trimmed
mean
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DPPH Based on 1,343 11 24 0,262

Mean

Based on 0,151 11 24 0,999

Median

Based on 0,151 11 16,711 0,999

Median

and with

adjusted

df

Based on 1,158 11 24 0,364

trimmed

mean

Tests of
Normality
Kolmogorov- Shapiro-
Smirnov? Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Residual for 0,066 36 .200" 0,983 36 0,838
FRAP
Residual for 0,159 36 0,022 0,957 36 0,172
DPPH

M3 7. Tablazat: Antioxidans adatok statisztikai kiértékelése (F-proba)

Tests of
Between-
Subjects
Effects
Type llI
Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected FRAP 46961.2862 11 | 4269,208 10,289 0,000
Model
DPPH 8404.011° 11 764,001 147,909 0,000
Intercept FRAP HHHE 1 | #HHA#HHHHH 1601,726 0,000
DPPH 54007,570 1 | 54007,570 | 10455,722 0,000
ar FRAP  36837,552 2 | 18418,776 44,391 0,000
DPPH 620,160 2 310,080 60,031 0,000
tr FRAP 9504,524 3 3168,175 7,636 0,001
DPPH 7751,377 3 2583,792 500,215 0,000
gr*tr FRAP 619,210 6 103,202 0,249 0,955
DPPH 32,474 6 5,412 1,048 0,420
Error FRAP 9958,134 24 414,922
DPPH 123,969 24 5,165
Total FRAP fHHtH 36
DPPH 62535,549 36
Corrected FRAP  56919,420 35
Total
DPPH 8527,979 35
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M3 8-9. Tablazat: Antioxidans adatok statisztikai kiértékelése (Post-hoc teszt - Tukey)

"FRAP
Std.
gr Mean Deviation r freatm
M N1 170,42 13,09 f Ba
M N2 177,39 10,67 | B ab Bab
M N3 202,65 225 | B b Bb
M NF 167,35 9,79 | B a Ba
% N1 122,16 202 - |2
Y N2 131,75 27,42 | AB a ABa
Y N3 147,34 26,68 | AB a ABa
Y NF 97,05 20,41 | A a Aa
YG N1 99,08 wel NN - |2
YG N2 108,22 28,76 | A a Aa
YG N3 128,31 32,04 | A a Aa
YG NF 78,72 10,12 | A a Aa
DPPH
Mean Std. Deviation gr treatm
M N1 42,54 223 | B b Bb Ba
M N2 51,83 239 | B C Bc Bb
M N3 62,04 2,75 | B d Bd Bc
M NF 20,94 1,49 | B a Ba Bd
Y N1 34,69 1,94 | A b Ab Aa
Y N2 43,06 2,89 | A C Ac Ab
Y N3 56,02 3,20 | AB d ABd Ac
Y NF 15,97 1,38 | A a Aa ABd
YG N1 30,10 252 | A b Ab Aa
YG N2 40,18 2,84 | A c Ac Ab
YG N3 53,40 1,18 | A d Ad Ac
YG NF 14,01 1,20 | A a Aa Ad

M3 10-11. Tablazat: Az ACE gétlas adatok statisztikai Kiértékelése (Levene, Shapiro
Wilk)

Levene's Test of Equality of Error Variances®

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Angiotensin  Based on 0,928 8 18 0,517

Mean
Based on 0,928 8 18 0,517
Median
Based on 0,928 8 9,998 0,533
Median and
with
adjusted df
Based on 0,928 8 18 0,517
trimmed
mean
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Tests of

Normality
Kolmogorov-
Smirnov@ Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Residual for 0,167 27 0,052 0,942 27 0,134
Angiotensin

M3 12. Téblazat: ACE gatlas adatok statisztikai kiértékelése (F-préba)

Dependent
Variable: Angiotensin

Type Il

Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Model 62.2672 8 7,783 69,674 | 0,000
Intercept 590,803 1 | 590,803 | 5288,671 | 0,000
gr 47,607 2| 23,803 213,08 | 0,000
conc 14,087 2 7,043 63,05 | 0,000
gr * conc 0,573 4 0,143 1,28 | 0,313
Error 2,011 18 0,112
Total 655,081 27
Corrected Total 64,277 26

M3 13. Tablazat: ACE gatlas adatok statisztikai kiértékelése (Post-hoc teszt - Tukey)

Descriptive Statistics

Dependent
Variable: Angiotensin
Std.

gr conc Mean | Deviation N ar conc

milk 0,01 7,10 0,15 3 B c Bc
0,02 6,70 0,10 3 B b Bb
0,03 5,80 0,20 3 | B a Ba

Ny 0,01 5,00 0,50 3 A c Ac
0,02 4,00 0,23 3 A b Ab
0,03 3,00 0,20 3 | A a Aa

NyG 0,01 4,50 0,50 3 A b Ab
0,02 3,50 0,50 3 A ab Aab
0,03 2,50 0,30 3 | A a Aa

M3 14-15.tablazat: Mikrobiologiai gatlas adatok statisztikai kiértékelése (Levene,
Shapiro Wilk - Bacillus cereus, Staphylococcus aureus)
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Levene's Test of Equality of Error Variances?

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Bacillus cereus Based on 0,978 3 8 0,450
Mean
Based on 0,190 3 8 0,900
Median
Based on 0,190 3 5,158 0,899
Median and
with adjusted
df
Based on 0,876 3 8 0,493
trimmed
mean
Staphylococcus Based on 0,267 3 8 0,848
aureus Mean
Based on 0,333 3 8 0,802
Median
Based on 0,333 3 8,000 0,802
Median and
with adjusted
df
Based on 0,275 3 8 0,842
trimmed
mean
Tests of
Normality
Kolmogorov- Shapiro-
Smirnov? Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Residual for 0,174 12 .200" 0,940 12 0,499
Bacilluscereus
Residual for 0,101 12 .200" 0,941 12 0,511
Staphylococcusaureus

M3 16-17: Mikrobioldgiai gatlas adatok statisztikai kiértékelése (Levene, Shapiro Wilk -
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes)

Levene's Test of Equality of Error Variances?

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Bacillus cereus Based on 0,751 7 16 0,634
Mean
Based on 0,152 7 16 0,991
Median
Based on 0,152 7 10,764 0,990
Median
and with
adjusted
df
Based on 0,683 7 16 0,685
trimmed
mean
Staphylococcus aureus Based on 0,383 7 16 0,899
Mean

139



Tests of Normality

0,094 7 16 0,998
0,094 7 13,035 0,998
0,349 7 16 0,918
1,722 7 16
0,100 7 16 0,998
0,100 7 10,121 0,997
1,410 7 16 0,268
Kolmogorov- Shapiro-
Smirnov? Wilk
Statistic df Sig. Statistic df
0,182 24 0,038 0,937 24
0,174 24 0,058 0,938 24
0,180 24 0,044 0,931 24
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M3 18. tdblazat: Mikrobiologiai gatlas adatok statisztikai kiértékelése - Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus (F-préba)

Tests of
Between-
Subjects
Effects
Type llI
Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Bacillus cereus 12.1672 3 4,056 21,630 0,000
Model
Staphylococcus 7.729° 3 2,576 15,458 0,001
aureus
Intercept Bacillus cereus 176,333 1| 176,333| 940,444 0,000
Staphylococcus 136,688 1| 136,688 | 820,125 0,000
aureus
tr Bacillus cereus 12,167 3 4,056 21,63 0,000
Staphylococcus 7,729 3 2,576 15,46 0,001
aureus
Error Bacillus cereus 1,500 8 0,188
Staphylococcus 1,333 8 0,167
aureus
Total Bacillus cereus 190,000 12
Staphylococcus 145,750 12
aureus
Corrected Bacillus cereus 13,667 11
Total
Staphylococcus 9,063 11
aureus

M3 19. tdblazat: Mikrobiologiai gatlas adatok statisztikai kiértékelése - Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes (F-préba)

Tests of Between-
Subjects Effects

Type Il Sum of Mean

Source Squares df Square F Sig.

Corrected Model Bacillus cereus 23.6302 | 7 3,376 20,720 | 0,000
Staphylococcus 11.940° | 7 1,706 10,633 | 0,000
aureus
Listeria 17.293¢ | 7 2,470 45,608 | 0,000
monocytogenes

Intercept Bacillus cereus 456,754 | 1 456,754 | 2803,604 | 0,000
Staphylococcus 367,384 | 1 367,384 | 2290,184 | 0,000
aureus
Listeria 419,170 | 1 419,170 | 7738,531 | 0,000
monocytogenes

trl_A Bacillus cereus 23,225 3 7,742 47,52 | 0,000
Staphylococcus 11,738 3 3,913 24,39 | 0,000
aureus
Listeria 17,061 | 3 5,687 104,99 | 0,000
monocytogenes

gluk
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trl_A * gluk

Error Bacillus cereus 2,607 | 16 0,163
Staphylococcus 2,567 | 16 0,160
aureus
Listeria 0,867 | 16 0,054
monocytogenes

Total Bacillus cereus 482,990 | 24
Staphylococcus 381,890 | 24
aureus
Listeria 437,330 | 24
monocytogenes

Corrected Total Bacillus cereus 26,236 | 23
Staphylococcus 14,506 | 23
aureus
Listeria 18,160 | 23
monocytogenes

M3 20-28. tablazat: Mikrobioldgiai gatlas adatok statisztikai kiértékelése (Post-hoc teszt

- Tukey)

MILK

Bacillus cereus
Tukey HSDaP

tr N Subset |

a b c
N1 3 | 2,5000 3
N2 3| 3,3333 | 3,3333 ab
N3 3 43333 | 4,3333 pc
Sig.
Staphylococcus

aureus

Tukey HSDaPb
tr N Subset

1 2 3
N1 3| 2,3333 a
N2 3 | 3,0000 | 3,0000 ab
N3 3 3,6667 | 3,6667 pc
Sig.

gluk=NG

Tukey
HSDab
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tr N Subset
1 2 3
N1 2,9333
N2 3,7000 3,7000
N3 4,7667 4,7667
Sig. 0,178 0,051 0,178
gluk=WG
Tukey
HSD2b
tr N Subset
1 2 3
N1 3,2000
N2 4,0000 4,0000
N3 5,0000 5,0000
Sig. 0,142 0,060 0,163
gluk=NG
Tukey
HSD2b
tr N Subset
1 2
N1 3,0667 a
N2 3,4333 a
N3 3,9667 3,9667 gb
Sig. 0,139 0,139
gluk=WG
Tukey
HSD2b
tr N Subset
1 2
N1 3,2667
N2 3,4333
N3 4,1667
Sig. 0,054 1,000
gluk=NG
Tukey
HSD2b
tr N Subset
1 2 3
N1 3,1667
N2 3,6667 3,6667
N3 4,3333
Sig. 0,225 0,085 1,000
gluk=WG
Tukey
HSD2b
tr N | Subset |
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1 2 3
N1 3,4000
N2 3,5667
N3 4,3333
Sig. 0,593 1,000 1,000
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M3 29. tdblazat: Mikrobioldgiai aktivitas — Kalibraciés tablazat (TEK/mI)

Standard | Baktérium koncsntracié (+10%/ml) = Optikai denzitas (550 nm)

0,5 150 0,125
1 300 0,25
2 600 0,5
3 900 0,75
4 1200 1
5 1500 1,25
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M4. Alkalmazott vegyszerek
UHT tej: Riska Zero UHT tart6s tej 1 1 - 0,1%

Tripszin enzim: Sigma-Aldrich (EC 3.4.21.4) T8658 (CAS 9002-07-7)

Starterkultura: Chr Hansen FD-DVS YF-L812 Yo-Flex® (Nienburg, Germany)
Membransziirés (Vegyszeres tisztitas): Ultrasil P3-11, Citromsav (>99%)

Antioxidans tartalom vizsgalat reagensei (FRAP): 20 mM Vas-klorid, 10 mM 2,4,6-Tris(2-

piridil)-s-triazin, 40 mM Sosav, 300 mM Natrium-acetat puffer, desztillalt viz

Antioxidans _tartalom vizsgalat reagensei (DPPH): 2,2-Difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)
hidrazin-1 (DPPH), Metanol (99,7%)

ACE qgatlas vizsgalata: 100 mM HCI (pH 7), 50 mM Néatrium-klorid, 10 uM Cink-klorid, 15
uM Abz-FRK(Dnp)-P hordozo

Mikrobialis aktivitas vizsgalata: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC 6538 and

Listeria monocytogenes CCM 4699 ,Natrium-klorid, Pepton, Desztillalt viz

Fehérjetartalom vizsgélat: Bradford reagens, Desztillalt viz

15%-0s ontott gélen torténo gélelektroforézis reagensei:

molekulastandard (BioRad 1610374): Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
mintaoldé-puffer (BioRad 1610737): Laemmli Sample Buffer, 2x + 10% B-merkapto-etanol
A-oldat (BioRad 1610156), 30% Acrylamide/Bis Solution, 29:1, 500 ml

.B-oldat (pH 8,8): 2 M Trisz-HClI

C-oldat: 0,347 M SDS

E-oldat (pH 6,8): 0,5 M Trisz-HCI

ammonium-perszulfat-oldat: 0,44 M ammoénium-perszulfat ((NH4)2S20s)

15%-o0s elvélaszt6 gél-oldat, 2 kis gélre: 4 ml A-oldat; 1,8 ml B-oldat; 50 ul C-oldat; 2,06 ml

desztillalt viz; 6 ul TEMED; 50 ul ammonium-perszulfat-oldat.

6%-o0s gyiijtégél, 2 kis gélre: 0,5 ml A-oldat; 27,5 ul C-oldat; 0,33 ml E-oldat; 1,6 ml
desztillalt viz; 3 ul TEMED; 25 ul ammonium-perszulfat-oldat

Futtatdé-puffer: 0,025 M Trisz, 0,0035 M SDS, 0,193 M glicin

Fehérjedetektalas reagensei:

20% TCA

differencial-oldat: 10% etil-alkohol (96%-0s), 5% ecetsav (96%-05s)

Festékoldat: 0,2% Coomassie Brillant Blue R-250 festék, 9% ecetsav (96%-0s), 45% etil-

alkohol (Felhasznalas elott 30 percig magneses keverdn kevertetve)

festékmoso-oldat: 10% ecetsav
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15%-0s ontott gélrol PVDF membranra torténé immunblott reagensei:

foszfat-puffer (PBS, 0,15 M, pH 7,4): 0,14 M NaCl; 0,0027 M KCI; 0,01645 M
Na;HPO4*2H-0; 0,002 M KH2PO4

andd l.-puffer (pH 10,4): 0,3 M Trisz, 10% metanol

andd I1.-puffer (pH 10,4): 25 mM Trisz, 10% metanol

katod-puffer (pH 9,4): 25 mM Trisz bazis, 40 mM glicin, 10% metanol

fedé-puffer: 1% BSA, 0,05% Tween-20 foszfat-pufferben

Transzfer utani immunreaktiv fehérjék detektalasanak reagensei:
foszfat-puffer (PBS, 0,15M, pH 7,4) Lésd feljebb!

1.-oldat: 0,4% H20--oldat (30%-0s) foszfat pufferben

2.-oldat: 1 db. 4-kloro-naftol tabletta (Sigma; 30mg) 10 ml etil-alkoholban
4-kloro-naftol/H20:2 szubsztrat-oldat: 1.-oldat + 2.-oldat
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