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1. A doktori értekezés el6zményei és célkitiizései

A miuszeres analitikai technikdk rutinszerli alkalmazasa az utdbbi években alapvetd
jelentdséglivé valt, amit a jelen biotechnologiai, élelmiszeripari és orvosi kutatdsok szamanak
ugrasszerii novekedése, valamint a piacon megjelend 0 gyogyszer hatoanyagokkal, élelmiszer
OsszetevOokkel szemben tamasztott szigoru mindségbiztositasi eldirasok megjelenése indokol,
melyek 0j kihivasok elé allitottdk az analitikai és molekularis biologiai tudomanyteriiletek
képviseldit. Az tjgeneracios biologiai készitményekre (akdr nagy molekuldju terapids
antitestekrdl, akar kisebb molekulaméretii gyogyszerkészitményekrdl és étrend-kiegészitd
komponensekrdl beszéliink) egy természetes szerkezeti valtozatossag jellemzi, mely altal a
termékek bizonyos foku heterogenitdst mutatnak. Ezen valtozatok karakterizalasanak, illetve
biztonsagos alkalmazhatdsdganak €s hatasossadganak elérése érdekében felmeriilt az igény,
hogy a vizsgalt analitikai problémdk megoldasara a mar ismert és elfogadott standard
megkozelitések mellett ortogondlisan alkalmazhaté moédszerek sziilessenek, valamint, hogy
azok folyamatos fejlesztési és optimalizalasi 1épesekkel a mindennapi analitikai gyakorlatba

beépithetdk legyenek [1, 2].

Az elérhetd, analitikai tudoményteriileten irddott tananyagok és tudomanyos publikaciok
alapjan ismeretes, hogy 1étezik egy olyan egyszer(, gyors és nagyfelbontasti miiszeres technika,
mely kis mintaigényével, valamint paratlan hatékonysagaval egyre nagyobb jelentdséggel bir
az elvalasztastechnika terliletén, megcélozva foként az ipari (pl. gydgyszer tisztasag
vizsgalatok) és orvosdiagnosztikai (pl. biomarker azonositas) feladatok ellatasat, tovabba a
klasszikus HPLC-alapti modszerek altal nem, vagy csak nehezen megoldhatd analitikai
problémak alternativ athidalésat. Ez a technika a kapillaris elektroforézis (CE), aminek eldnyods
tulajdonsagait és biologiai molekuldk analizisére torténd alkalmazhatosagat szamos kérdés
ovezi [3]. Doktori munkam soran ezért kitizott célom volt, hogy a ma ismert, legnagyobb
jelentdséggel bird kapillaris gélelektroforetikus (CGE) modszereknek a biomolekulak két
nagyobb csoportjan (fehérjéken ¢és oligoszacharidokon) torténd alkalmazhatosagat
bemutassam, valamint, hogy ismertessem azon alapvetd modszerfejlesztési kritériumokat,
melyek segitségével megvalaszolhatok a vizsgalt biologiai mintdkat és azok CGE analizisét
érintd reprodukalhatosaggal és hatékonysaggal kapcsolatos kérdések. Ezek mellett fontosnak
tartom bemutatni azokat az elektroforetikus elvalasztd kozegeket, melyeket a kutatdomunkam
soran vizsgalt mintdkra optimalizalva fejlesztettem ki, ugyanis ezek tett¢k lehetévé szdmomra

a kiilonbozd mintatipusok szerinti hatékonyabb analizist.



Bizonyos fehérjék és szénhidratok CGE technika altali vizsgalatdhoz azonban nem csupan a
megfeleld elvalasztasi alapelv és elvalaszté kozeg megtaldlasa sziikséges, legalabb ekkora
relevanciaval bir egy érzékeny detektalasi mod kivalasztasa is. A megfeleld detektor optimalis
esetben jol definialhato képet ad a vizsgalando analitokrol, melynek révén lehetdvé teszi azok
pontos kvalitativ €s/vagy kvantitativ meghatdrozasat. A klasszikus, ultraibolya abszorbancia
(UV) alapt detektalasi modszerek mellet napjainkban elényt élveznek az indirekt elven
miikodd (pl. fluoreszcencia alapi) detektalasi modszerek, melyek derivatizalt mintdk nagy
érzékenységli észlelését és karakterizalasat teszik lehetové. Dolgozatomban ezért bizonyos
jelolési reakcion alapuld detektalasi lehetdségekre is kitérek, valamint azon kapcsolt
technikakat is érintem, melyek direkt moédon valositanak meg ugyancsak nagy érzékenységii és
nagy felbontasu strukturalis informaciogytjtést [4, 5]. Ezek koziil az elektrospray ionizacios
tomegspektrometriat (ESI-MS) ismertetem részletesebben, melyet a mai analitikai
gyakorlatban altaldban a standardként elfogadott kromatografias kapcsolhatosaga, valamint kis,
¢s nagymolekuldk pontos szerkezetazonositasi képességével jellemeznek. Az altalam
tanulmanyozott koncepcio ettdl eltéréen az ESI-MS technika CGE-vel val6 bonyolult, &m annal
nagyobb potencidllal bird 0Osszekapcsolasanak lehetésége, melynek alkalmazhatosaga
elsddlegesen az elvalasztd kozegek Osszetevoinek fiiggvényében valtozik. Ennek tudatdban
megfogalmazott célként egy a biotechnologiai ipar szamara évek Ota fenndllo analitikai
probléma (fehérjék méret szerinti elvalasztasat kovetd, “on-line” szerkezetazonositds)
megoldasat is kitliztem. Az 0) megkozelités 1ényege, hogy a klasszikus natrium dodecilszulfat
poliakrilamid lapgélelektroforézis (SDS-PAGE) technika analdgjaként alkalmazhato, gyorsabb
és on-line detektalast lehetdvé tévd SDS-kapillaris gélelektroforézist (SDS-CGE)
tomegspektrometrias detektalassal kapcsolva optimalizaljam, ezzel megalkotva egy olyan
analitikai rendszer kombinacidt, mellyel a fehérjék méret alapti elvalasztasat

tomegspektrometria altali, egyértelmii strukturalis azonositas kovetheti.

A fejlesztett elvalasztd kozegeket, modszereket €s detektalasi modokat munkam soran
elsddlegesen ujgeneracids, fehérje alap bioterapeutikumokon, valamint N-kotott és szabad

(nem fehérjéhez kotott) oligoszacharidok karakterizaldsan keresztiil szemléltetem.



2. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

2.1. Terapias antitestek fehérje alegység integritasanak és N-glikan profiljanak

meghatarozasa

Munkam soran két, a kozelmultban megismert terapids fehérje (omalizumab és
bamlanivimab) natrium-dodecilszulfat kapillaris gél elektroforézis (SDS-CGE) modszer altali
tisztasag vizsgalatat mutattam be intakt, valamint redukalt allapotban, hogy ellendérizzem a
molekuldk tisztasagat és alegységeinek integritasat, kiemelten a nehézlanc glikozilalt és nem
glikozilalt formdinak (HC és ngHC) jelenlétére és szintjeire vonatkozoan. Az asztma elleni,
omalizumab hatéanyagtartalmu terapeutikum esetében megallapitottam, hogy a gydgyszer kis
mértékben sem mutatja a nem glikozialt nehézlanc (ngHC) fragmentum jelenlétét, ilymodon a
teljes mAb tartalom nehézldnca N-glikozilacios modosulast hordoz. A fehérjék intakt forméja
mindkét esetben hosszabb migracios idébeli eltérést mutatott a vart eredményekhez képest,
mely a molekuldk kiterjedt Y alakja, valamint a dextran és borat tartalmu elvalaszto gélben
torténd sajatos migracios tulajdonsagaik révén volt magyarazhatd. A termékek eldallitasa soran
keletkezett szabad alegységek jelenlétét, illetve azok Osszetapadasat is megfigyeltem mindkét
mintdban, mely jelenséget a nem teljesen végbemend kémiai reakciok kovetkezményeként
értelmeztem. A Covid-19 ellen fejlesztett, bamlanivimab hatéanyagi fehérje esetén méréseimet
toltés varians analizissel is kiegészitettem kapillaris izoelektromos fokuszalas (cIEF) modszert
alkalmazva, tovabba eredményeimet reprodukéalhatdsagi szempontbdl is részletesebb
elemzésnek vetettem ald, hogy bebizonyitsam a CGE technika mAb analizis szempontbol

vizsgalt megfeleldségét.

Az omalizumab esetén pusztan az alegység integritds analizisbdl kovetkeztetve, a
bamlanivimabnal pedig a toltés varians analizis eredményeivel kiegészitve azt a kovetkeztetést
vontam le, hogy érdemes atfogd N-glikozilacids analizist végezni a fobb glikan struktirak
azonositasdhoz, melyek fehérjéhez kapcsolt jelenléte vagy hianya képes szabalyozni bizonyos
adaptiv immunreakciokat. Az omalizumab N-glikdn mérések soran azt tapasztaltam, hogy csak
az un. high-mann6z cukor szerkezetek voltak afukozildltak, ami az antitest-fliggd sejt-
kozvetitett citotoxicitds (ADCC) funkcié nagymértékben torténd gatlasanak tényét bizonyitja.
A galaktézmentes IgG molekula 4ltaldban hosszabb keringési idével rendelkezik, ami az FcyRI-
hez val6 alacsonyabb kotddési affinitdssal magyardzhatd. Megéallapitottam tovabba, hogy a

monogalaktozilalt glikdnok mennyisége a mintdban hosszabb szérum felezési i1ddére utal,



valamint, hogy az N-acetil-glilk6zamin jelenléte gyorsabb kiiiriiléssel tarsul, ezaltal az FA2 és
FAL tipusu glikanok is kulcsfontossagu szereppel rendelkeznek. Mindemellett, a high-mannoz
szerkezetli glikdnok jelenléte az irodalmi adatokkal vald egyezést bizonyitva feltehetden emeli

a gyogyszer molekula clearance ratajat a manndz receptorokon keresztiil [6, 7].

A Covid-19 elleni mAb glikdnok core struktardinak fukozilacids szintjébdl arra
kovetkeztettem, hogy a termékben 1évo koriilbeliil 8,2% afukozilalt glikan tartalom valamilyen
ADCC funkciét mutat, mely szintén megegyezik a mas technikakkal vizsgalt és megallapitott
analitikai és immunologiai kovetkeztetéssel. Tovabba, a kapott eredmények és az irodalmi
adatok alapjan feltételezhetd, hogy az IgG molekuldknak kotOhelyet biztositdo FeyRIIla fehérje
Osszefiiggés nagyobb mértékii szénhidrat-szénhidrat kdlcsonhatast eredményez, mely noveli a
kotddés erdsségét [8, 9]. Ezenfeliil, méréseim alapjan a fukozilalt biantennaris core szerkezetek
jelentds része termindlis galaktozilaciot is mutatott, ami jellemzden fokozza az emlitett ADCC
effektor funkciot és emellett a molekula szérum felezési idejét [10, 11]. Végil pedig
megallapithatd volt, hogy az analizis soran detektalt nagyon kis mennyiségli (~1,3%) high
mannoz szerkezetek jelenléte az irodalmi informéciok alapjan nem jarul hozza szdmottevden a
szérum felezési id6 csokkentéséhez [12]. Osszességében tehat a terapias fehérjékhez kothetd
CGE glikananalitikai eredményeim azt mutatjak, hogy a vizsgalt molekuldk ismert inaktivalo,
illetve neutralizald6 hatdsa mellett ezen ortogonalis technika altal megerdsithetd a

glikozilacidhoz kothetd ADCC funkci6 gatlasa vagy jelenléte.

2.2. Agarodz alapu SDS-CGE-UV mddszer fejlesztése az elvalaszto gél-, és migracios
tulajdonsagok jellemzésének, valamint terapias fehérjék méretének Ferguson-

elv szerinti meghatarozasanak céljabol

Agardzos kisérleteim soran két alapvetd gélkomponens, az agardz €s borat koncentracid
aranyok hatasat ismertettem az SDS—fehérje komplexek elektromigracios tulajdonsdgaira
nézve, ahol a mar korabban analizisnek aladvetett omalizumab terdpias fehérje konnyii €s nehéz
lanc alegységeit haszndltam modellként. A vizsgalt fragmentumok migracids viselkedésének
megértése €érdekében 15-féle sajat készitésti gél formuldra viszonyitva hasonlitottam Gssze a
fehérje konnyl ldncanak (LC), nem glikozilalt nehéz lancanak (ngHC) és nehéz lancanak (HC)
viselkedését trisz-acetat-EDTA (TAE) ¢és trisz-borat-EDTA (TBE) alapt pufferrendszerek



alkalmazasaval, 0.2-1.0% agardz tartalom mellett. Az optimalizalasasi folyamat soran ezzel
egyidejileg haromdimenzids Ferguson-diagramokat készitettem a migracids tulajdonsdgok
konnyebb megértése és analtikai 0sszefiiggések (mint az elméleti tinyérszam vagy hatékonysag

(N), felbontas (Rs) €s szelektivitas (o)) valtozasanak feltarasa érdekében.

Az SDS-kapillaris gélelektroforézis mérések teriiletén klasszikusnak tekinthetd dextran és
borat alapu gélrendszer felbonto képességét alapul véve, az altalam kifejlesztett agardz tartalmu
elvalasztd kozeg alkalmazhatdsaga a konvencionalis gélhez viszonyitva hasonldnak bizonyult,
de teljesitménye és analitikai paraméterei eltértek a monoklonalis antitest fragmenseinek
elvalasztasara nézve. Az agar6z-SDS-CGE mddszer analitikai jellemzdinek értékelése soran
megerdsitést nyert, hogy a felbontés (Rs) gyakorlatilag a szelektivitas (o) és a hatékonysag (N)
kozotti 0sszefliggés eredményeként definidlhatd. Az agardz alapt szlirdmatrixok esetében a
jelentds mérték, ellenaramu elektroozmotikus dramlas (EOF) foként a borsav koncentraciotol
valé fiiggést mutatott, mig a viszkozitas jellemzden az agardz koncentracié fiiggvényében
valtozott. A szamolt paraméterek fényében egy példan keresztiil ismertettem, hogy a Ferguson-
elv segitségével hogyan lehet egy ismeretlen méretli komponens molekulatomegét
megbecsiilni, pusztan a kalkulalt, gélelektroforetikus futtatdsokbdl kinyert migraciods id6, EOF

¢s homérséklet értékek segitségével.

Bemutattam tovabba, hogy a gélrendszer a rovid elvalasztisi idOk biztositdsa mellett
kevesebb elokésziiletet igényel a parhuzamos mérések kozott, ugyanis alkalmazdséval
elhagyhatova valnak a hosszadalmas kapillaris regeneracios mosasi lépések, melyeket mas,
SDS alapu elvalasztdé matrixok alkalmazéasa soran minden futtatas kozott sziikséges elvégezni.
Ezaltal elmondhatd, hogy az altalam fejlesztett borat stabilizalt agardzos rendszer kapillaris
oszlopokba vald, mosas nélkiili sorozatos ujratdltése jelentdsen lecsdkkentheti a mar egyébként
is rendkiviil gyors (akar 10 perces) mérések kozotti holtiddt, tovabba, hogy a migracios idok
reprodukalhatosdganak tekintetében a kapillaris regeneralo 1€pések nélkiil is 0,75% alatti RSD
értekek érhetdk el kivalo felbontds mellett.

2.3. MS detektalassal kapcsolt CGE maddszer fejlesztése peptidek, valamint nativ és

SDS-fehérjék analizisére

Doktori munkdm sordn a kapillaris gélelektroforézis modszerek és elvalasztd kozegek

fejlesztése mellett azok tomegspektrometridval vald egyiittes alkalmazhatdsagat is vizsgaltam,



melynek eredményeként egy egyszerl és széleskoriien alkalmazhato koaxialis elven miikodo
interfészt (Coaxial Sheath Flow Reactor Interface, roviden CSFRI) fejlesztettem ki. Ez az
interfész CE ¢és CGE-alapu, MS-kapcsolt elvalasztastechnikai modszer megvalositasara
alkalmas, mely altal részletesebb strukturalis informacié nyerhetd az elektroforetikusan (akar
viszkozusabb sziirdmatrixokban 1is) elvalasztott komponensekrdl. A moddszer ezaltal
elsddlegesen fehérjék és peptidek CGE modszerrel torténd, nagy felbontdsu analizisét
biztosithatja, beleértve az SDS-fehérje komplexeket, melyek méret szerinti elvalasztdsa eddig
csak UV detektalassal egyiitt volt értelmezhetd. Ezen interfész kapcsolat létrehozasakor
ismertettem, hogy a minta eljutasa az elvalaszto kapillarisbol az aktualis, gyart6 altal tervezett
ESI ionforrashoz egy ujfajta elven alapul. Ugyan az elektromos kapcsolat zardsa ebben az
esetben is az elvalaszto kapillaris kimeneti oldalan torténik, az elvalasztott mintakomponensek
az elvalaszto gélbdl kilépve a kopenyfolyadék altal hordozva jutnak el az ionforrashoz egy zart
aramkor(i (~200 pm bels6é atmérdjii) kapillarisban az dramlési reakciotéren (Gn. cséreaktoron)
keresztiil, mely reakcidteret biztosit az esetleges poszt-kapillaris reakcidknak. Az interfész ily
modon lehet6vé teszi, hogy barmilyen gyari MS ionforrast dsszekapcesoljunk a CE késziilékkel,
ehhez csupan a kopenyfolyadék és a szaritd gdz dramlési sebességét, valamint az utobbi
hémérsékletét sziikséges optimalizalni. Az interfész kialakitasdbol adodoan a nagyobb (akar 75
uL/perc) folyadékaram a nanoliteres aramlast lehetdvé tévd (nanospray tipusu) 6sszekotd
egységekhez képest a CSFRI alkalmazasakor a minta higulasa, és ezaltal kisebb érzékenység
mutatkozik, am egy joval stabilabb elektrospray folyamatot biztosit az elvéalasztas teljes

idOtartama alatt (akar 60+ percen at).

2.4. Szabad oligoszacharidok analizise CGE-LIF modszerekkel

Dolgozatom szabad cukrokat érintd vizsgalatai soran egy kiilondsen gyors ¢€s hatékony
analitikai rendszer bemutatdsa valosult meg human tej oligoszacharidok (HMO-k) CGE-LIF
analizisére. A HMO cukrok vizsgalata mellett egy atfogd, galaktooligoszacharid (GOS)

Osszetétel analizist is elvégeztem egy Ujonnan kifejlesztett csecsemd tapszer formulan.

A HMO méréseket egy a szabad oligoszacharidok analizisére kordbban még nem
alkalmazott, 12 csatornas multikapillaris gélelektroforézis késziilék segitségével végeztem két,
egymas hatasat kiegészitd, kereskedelmi forgalomban kaphatd gélkompoziciot alkalmazva.

Elséként, egy az iparban szénhidrat elvalasztdshoz hasznalt hagyoméanyos gél-matrix, majd egy



dextrant és boratot tartalmazé gél multikapillaris gélelektroforetikus optimalizalasat végeztem
el, melyek segitségével a human tejben leggyakrabban eléfordul6 HMO standardek, valamint
egy human tejminta kivalasztott komponenseinek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasa valt

lehetové.

Eredményeim kimutattdk, hogy amennyiben az analizdland6 komponensek kozt a 2-
fukozillaktoz (2°FL), a 3-fukozillakt6éz (3FL) valamint a lakto-N-tetraéz (LNT) és a lakto-N-
neotetradz (LNnT) strukturalis izomerparok egyiitt voltak jelen a minta keverékben, mindkét
optimalizalt gélrendszer alkalmazasa indokoltta valik az adott izomerek komigracios jelensége
miatt. Az elvalasztd6 matrixok eltérd tulajdonsagaiknak koszonhetéen képesek megoldani a
komigracios jelenség problémajat. Megfigyeltem, hogy a hagyomanyos, szénhidrat
elvalasztashoz alkalmazott gélkompozicid esetében a kiilonb6zd oligoszacharidok a toltésiik és
hidrodinamikai térfogatuk ardnya szerint valnak el a kapillaris zonaelektroforézis mod (CZE)
elve alapjan, mindezt kevesebb, mint 10 perc alatt. A dextran és borat tartalmua gélt hasznalva
azonban eltéré migracidés sorrend sziiletett. A nagy mennyiséglii borat tartalom révén
feltételeztem, hogy a gélrendszer képes komplexet képezni a cukor molekulak vicinalis hidroxil
csoportjaval, ezéltal extra toltést adva az oligoszacharidoknak. Az elvalasztds igy minddssze
6,5 percet vesz igénybe €s kdlcsondsen korrigalja a korabban alkalmazott matrix izomer parok
esetén megfigyelhetd hidnyossagokat, ami azt jelenti, hogy az els6 esetben komigral6 2°FL ¢és
3FL izomer part a masodik kompozicio sikeresen elvalasztja, mig az LNT és LNnT esetében
forditva. Figyelembe véve, hogy minden HMO molekula redukald véggel rendelkezik,
megallapithat6, hogy a vizsgalt cukor szerkezetek kizarélag egyetlen APTS molekuldval 1épnek
jelolési reakcidba, ami ezaltal megkonnyiti azok CGE-LIF technikéaval torténd kvantitativ
analizisét. A pLNnH standard segitségével készitett kalibraciés gorbe ily modon kdnnyen
alkalmazhat6 volt a tobbi HMO szerkezetre is. A kalibracios gorbe segitségével az dsszes ismert
alacsony el6fordulast HMO szerkezet (LNT2, DFL, LNnT, LNT ¢és pLNnH) koncentracioit
meghataroztam. A meghatarozott értékek az irodalomi adatok, valamint a minta szdrmazasanak

ismeretében megfeleltethetdek a laktacié harmadik honapjaban mérhetd koncentracioknak [13].

A szabad oligoszacharidokat tartalmazé komplex csecsemd tapszer formula teljes GOS
tartalmanak meghatarozasara irdnyuld meréseim sordn egy olyan gyors és ortogonalis CE alapt
analitikai modszert mutattam be, amely kiilonb6zd enzimes emésztési 1épések altal alternativ

megoldast kinal a standard, LC-alapu oligoszacharid 0sszetétel meghatarozas mellett, és amely



alkalmazhaté olyan mintdk esetében is, melyek rendkiviil magas laktoz tartalommal

rendelkeznek.

Az ipari, GOS tartalmu mintat négy kiilonb6z6 megkdzelitésben vizsgaltam az aldbbiak

szerint:
(1) - kezelés nélkiili, referencia galaktooligoszacharid minta,
(2) - laktéz hozzdadasa mellett vizsgalt (un. spikeolt) minta,
(3) - amilogliikozidazzal emésztett minta,
(4) - amilogliikozidazzal + B-galaktozidazzal emésztett minta.

A folyamat sordn eldszor a maltodextrineket tavolitottam el amiloglukozidaz enzimes
emésztéssel, majd a GOS tartalom a 3. és 4. 1épések analiziseinek kiilonbségeként lett
meghatarozhatd, magyaran a B-galaktozidazos kezeléssel és anélkiil kapott eredményekbdl. A
mérések mellett egy standard laktdz kalibracids sort is készitettem az azonositott strukturak

mennyiségi meghatarozasanak céljabol.

Az elso, teljes oligoszacharid profil meghatarozaséra irdnyuld mérési eredményeim alapjan
megallapithatd, hogy a kapott referencia elektroferogram azonos szdmu cstcsot eredményezett,
mint a korabban ugyanerre a mintdra vonatkoz6 HPLC analizis [ 14], azzal a kiilonbséggel, hogy
a CGE futtatasok ideje két injektalas kozott haromszor gyorsabbnak bizonyult. Tovabba a
modszer alkalmassagat bizonyitja, hogy az atlagos migracios idok és csucs alatti teriiletek
reprodukdlhatdsaga 2,5 % alatti RSD értékeket mutatott. Az enzimes emésztések soran
megfigyelhetd cslcseltolodasok ¢€s cslicsaranyok valtozasabol egyértelmli kovetkeztetést
tudtam levonni a GOS strukturak elektroferogramokon elfoglalt helyzetérdl, ami lehetoveé tette
szamomra, hogy kiszamoljam a minta teljes galaktooligoszacharid tartalmat. A kapott 37,23
g/100 g értéket Gsszevetve a hivatalosan elfogadott, HPLC moddszerrel meghatarozott 37,0
g/100 g értekkel [15] elmondhatd volt, hogy a bemutatott CGE alapti modszer alkalmas a
csecsemd tapszer pontos GOS tartalmanak meghatarozasara. Eredményeim alapjan talan nem
téves a felvetés, hogy a bemutatott elektroforetikus modszer képes akar helyettesiteni is a
hosszabb analizis idokkel rendelkezd kromatografidas megkozelitést, illetve ortogonalis
moddszerként alkalmas lehet a kiillonb6zd tapszerekben és mas laktdzt tartalmazd mintdkban
talalhato prebiotikus GOS tartalom pontos kimutatasara, mely érték tobbek kozt a kiilonbozo

tapszer készitmények mindségének ellendrzésére alkalmazhat6.
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