
ПИЩЕВЫЕ СИСТЕМЫ | Том 1 №  3 | 2018 FOOD SYSTEMS | Volume 1 №  3 | 2018

УДК/UDC 637.134/637.073 DOI: 10.21323/2618-9771-2018-1-3-4-12  
Оригинальная научная статья

ФИЗИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ КАЗЕИНА 
ПРИ ОБРАБОТКЕ ВЫСОКИМ ДАВЛЕНИЕМ В РАСТВОРЕ

Будкевич Р.О*., Еремина А.И., Евдокимов И.А., Федорцов Н.М., Мартак А.А., Будкевич Е.В.
С еверо-К авказски й  ф едеральный ун иверситет, Ставрополь, Россия

КЛЮ ЧЕВЫ Е СЛО ВА: 
казеин, обр абот к а  высоким  
давлением , гидродинамический  
радиус, ф люоресценция  
т рипт оф ана и т ирозина, 
И К -спект роскопия казеи н а

Целью данного исследования было изучение влияния воздействия давления (50; 90 ; 160; 250; 350 МПа) 
на ряд физических свойств мицеллы казеина: гидродинамический радиус, флюоресценцию тирозина 
и триптофана и характеристику ИК-спектров. По данным фотонно-корреляционной спектроскопии сред
ний гидродинамический радиус мицеллы казеина составил 128 нм, увеличиваясь при 50 МПа до 467 нм 
с образованием конгломератов. Дальнейшее увеличение давления привело к формированию двух фрак
ций частиц, различающихся по величине гидродинамического радиуса. При давлении в 350 МПа основную 
часть (75 %) составляли частицы со средним радиусом 121 нм. Сопоставление гистограмм гидродинамиче
ского радиуса и флуоресценции тирозина обнаружило снижение интенсивности свечения при увеличении 
доли частиц больших размеров и рост излучения в растворе при уменьшении размера мицелл. Рост флу
оресценции казеина по триптофану и её снижение по тирозину указываю т на изменение конформации 
белковых молекул при обработке давлением. ИК-Фурье спектроскопия выявила изменение интенсивности 
оптической плотности в диапазоне амид I, амид II и валентных связей тирозина, подтверждая отсутствие 
появления новых связей.
Полученные физические данные указываю т на изменение структуры казеиновых мицелл с увеличением 
доли (25 %) крупных частиц после действия высокого давления (350МПа), что следует учитывать в перера
ботке молока. Флюоресценция казеина при обработке давлением является слабо исследованным физиче
ским показателем и может нести прикладное значение для технологической обработки молочного сырья.
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The aim of this work was to  study the effect o f pressure (50; 90 ; 160; 250; 350 MPa) on a physical property of 
casein m icelle: hydrodynamic radius, tyrosine and tryptophan fluorescence and IR spectra characteristics. Ac
cording to  photon-correlation spectroscopy, the average hydrodynamic radius o f the casein m icelle was 128 nm, 
increasing at 50 MPa to 467 nm with the form ation o f conglom erates. Further increase o f pressure led to  the 
form ation o f two fractions of particles, differing in hydrodynamic radius. At a pressure o f 350 MPa, an average 
radius of 75 % o f particles was 121 nm. Comparison o f hydrodynamic radius and tyrosine fluorescence revealed a 
decrease in the intensity o f the glow with an increase in the proportion o f large particles and an increase in the 
radiation in the solution with a decrease o f the m icelles size. The increase of casein fluorescence by tryptophan 
and its decrease by tyrosine indicate a change in the conform ation o f protein molecules during pressure treat
m ent. FTIR spectroscopy revealed a change in the intensity of the optical density in the range o f amide I, amide II 
and valence bonds o f tyrosine, confirming the absence o f new bonds. The obtained physical data indicate a change 
in the structure o f casein m icelles with an increase in the proportion (25 %) o f large particles after the action of 
high pressure (350mpa), which should be taken into account in milk processing. The fluorescence o f casein during 
pressure treatm ent is a poorly investigated physical indicator and can be important for the processing o f raw milk.
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1. Введение
Обработка высоким давлением является перспектив

ным и относительно новым подходом нетепловой техноло
гии обработки молока, способной инактивировать микро
организмы в пищевых продуктах, а также модифицировать 
молочные белки. Физико-химические изменения в молоч
ных системах, вызванные высоким давлением, включают 
изменение размера частиц и цвета молока (уменьшение 
мутности) [1,2].

Казеиновые мицеллы являются преобладающими бел
ковыми компонентами молока, представляют собой по
лидисперсные, грубо сферические агрегаты и состоят из 
нескольких фосфопротеинов: as1-, as2-, р-, и к-казеин [3]. 
Структура казеиновых мицелл изучена слабо, однако пред
ложен ряд моделей с рассмотрением их как амфифильных

белков [4]. Казенны в молоке могут рассматриваться как 
нанокапсулы обеспечивающие доставку питательных ве
ществ, их размер колеблется от 50 до 500 нм [5]. Согласно 
модели Horne [6], казеиновая мицелла стабильна благо
даря балансу между электростатическим отталкиванием 
и гидрофобным притяжением. Гидрофобное взаимодей
ствие в мицелле основано на взаимодействии между казе- 
инами и фосфатом кальция. Действие высокого давления 
приводит к  растворению коллоидного фосфата кальция 
и диссоциации гидрофобных и электростатических взаи
модействий. Известно, что казеиновые мицеллы под дей
ствием давления могут необратимо распадаться или обра
зовывать более крупные частицы [7, 8]. Структурирование 
белков при обработке высоким давлением может исполь
зоваться в высокотехнологичном пищевом производстве
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белковых наночастиц, что требует поиска новых физиче
ских методов исследования [9].

Целью данного исследования было изучить влияние вы
сокого давления на ряд физических свойств мицеллы казе
ина: гидродинамический радиус, флюоресценцию тирозина 
и триптофана и характеристику ИК-спектров.

2. Материалы и методы
2.1 М атериалы и реактивы

Исследования проводились на базе НИЛ «Нанобиотех
нология и биофизика» Центра биотехнологического инжи
ниринга СКФУ. Для приготовления растворов использована 
деионизированная вода (Smart2Pure, Thermo Scientific, USA) 
и реактивы квалификации ч.д.а. (AppliChem, USA). Казеин 
получали из обезжиренного молока путем его подкисления. 
В 100 мл молока добавляли 1 мл 10 % уксусной кислоты для 
достижения рН = 4,6. Затем образцы были центрифугирова
ны в течение 10 мин при 3000 об/мин, осадок казеина три
жды промывали дистиллированной водой и центрифуги
ровали при 3000 об/мин в течение 15 мин с последующим 
высушиванием при 40 °C.

В эксперименте для получения раствора сухой порошок 
казеина растворялся в деионизированной воде с концен
трацией 1 мг/мл с использованием магнитной мешалки 
при комнатной температуре, для стандартизации условий 
раствор доводили до нейтральных значений рН с примене
нием растворов NaOH и HCl. Для удаления нерастворённых 
частиц белка пробы центрифугировали при 10000 об/мин 
(Centrifuge MPW-352r, MPW MED INSTRUMENTS, Poland).

2.2 Методы исследования
Раствор казеина обрабатывали на лабораторном гомо

генизаторе высокого давления (Stansted Fluid Power Ltd., 
UK). Подготовленный раствор помещали в цилиндр шприца 
объёмом 20 мл, соединённым со впускным клапаном, при
бор автоматически отбирал нужный объем для заполнения 
ячейки и начинал обработку. Обработка проводилась при 
50; 90; 160; 250; 350 МПа. Обработанная проба сливалась из 
выпускного клапана в отдельную пробирку и хранилась при 
плюс 4  °С.

Гидродинамический радиус определяли с помощью фо
тонно-корреляционной спектроскопии на спектрометре 
Photocor Complex (ООО «Фотокор», Россия). Флуоресценция 
казеина оценивалась на мультимодальном ридере Varioskan 
Flash (Thermo Scientific, USA) по триптофану и тирозину 
на следующих длинах волн соответственно: возбуждение 
280 нм / считывание 328-350 нм и возбуждение 275 нм / счи
тывание 303 нм. Для изучения ИК-спектров водных раство
ров использовали приставку НПВО ИК-Фурье спектрометра 
Nicolet iS50 (Thermo Scientific, USA).

Все эксперименты проводились при нейтральном значе
нии рН при комнатной температуре. Статистический анализ 
данных проводился с использованием блока описательной 
статистики Excel (Microsoft Office, USA).

3. Результаты и обсуждение
3.1 И зменение гидродинамического радиуса казеина

после воздействия высокого давления
В качестве образца для сравнения был использован ка

зеин без обработки высоким давлением, содержащий одну 
фракцию частиц (Рис. 1). Воздействие давления в 50 МПа 
привело к четырехкратному увеличению гидродинамиче
ского радиуса, и указывало на образование конгломератов 
на основе казеиновых мицелл. Вероятно, под воздействи
ем высокого давления произошли структурные модифика
ции «волоскового слоя», состоящего из as1- и к-казеинов,

который отвечает за агрегирование субмицелл казеина. 
Это подтверждает данные о том, что после обработки дав
лением в обезжиренном молоке наблюдается увеличение 
количества комков и кластеров, полученных из субми
целл и мономеров казеина [10]. Так же считается, что уве
личение размера частиц предшествует распаду мицелл 
казеина [11].

Обработка раствора казеина давлением 90 МПа привела 
к разделению частиц на две фракции. В меньшую фракцию, 
составившую 40 % от общего числа, вошли крупные структу
ры, а оставшиеся 60 % частиц незначительно изменились от
носительно первоначальных значений радиуса мицелл, что 
также может рассматриваться как дальнейшее разрушение 
«волоскового слоя» [9].

После увеличения давления до 160 МПа и 250 МПа на
блюдался рост доли фракции частиц большего размера до 
56 % и 68 % соответственно, с тенденцией к снижению сред
него значения гидродинамического радиуса в обеих фрак
циях.

После обработки давлением при 350 МПа агрегирован
ные конгломераты сильно увеличивались в размерах, но их 
доля уменьшалась до 25 %, а основную часть (75 %) соста
вили частицы близкие по размеру к мицеллам казеина без 
обработки давлением. Полученные результаты подтвер
ждаются данными о распаде мицеллы казеина при давле
нии между 200-250 МПа (комнатная температура), а сред
ний радиус мицелл после обработки давлением поэтапно 
увеличивается и затем, при достижении 350 МПа, умень
шается [12].

3.2 Флуоресценция казеина
по тирозину и триптофану
Образцы казеина до обработки давлением характеризо

вались значительной интенсивностью свечения тирозина. 
После действия давления в 50 МПа фиксировалось наимень
шее значение флуоресценции, которое характеризовалось 
тенденцией к росту с увеличением значений оказываемого 
давления. Отмечается достоверный всплеск значений при 
90 и 250 МПа, однако свечение казеина после обработки не 
достигало уровня контрольного образца (Рис. 2А). Флуорес
ценция триптофана в контрольном образце была достовер
но ниже, чем после обработки давлением. Повышение дав
ления сопровождалось ростом свечения в два этапа: первый 
при давлении от 50 до 160 МПа и второй при 250-350 МПа 
(Рис. 2Б). Флюоресценция оценивалась в момент максималь
ного испускания [13] и зависела от ряда факторов, включаю
щих флуоресценцию индольной составляющей, наличием 
в большинстве белков нескольких триптофановых остатков 
и окружения изучаемой молекулы [14]. Интенсивность флу
оресценции может быть обусловлена разным числом ами
нокислот, так, мицелла казеина содержит 41 остаток тирози
на и 7 остатков триптофана [15].

Сопоставление гистограмм и флуоресценции тирозина 
указывает на снижение интенсивности свечения при уве
личении доли частиц больших размеров и рост излучения 
в растворе при уменьшении гидродинамического радиуса. 
Выявленные особенности свечения аминокислот казеина 
связаны со структурными перестройками при обработке 
давлением. Рост свечения по триптофану и снижение по 
тирозину при воздействии высокого давления указывают 
на изменение конформации белковых молекул казеина 
с перераспределением положения аминокислот [16]. Одно
направленные изменения свечения исследованных амино
кислот, после обработки, могут быть обусловлены перено
сом энергии от тирозиновых к триптофановым остаткам 
в белках [14].
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Рис. 1. Гистограмма распределения гидродинамического радиуса до (А) и после обработки давлением: (Б) 50 МПа; (В) 90 
МПа; (Г) 160 МПа; (Д) 250 МПа; (Е) 350 МПа. Вынесены средние значения гидродинамического радиуса фракции
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Рис. 2. Динамика флуоресценции казеина по тирозину (А) и триптофану (Б) до и после обработки высоким давлением

3.3Характеристика ИК-спектров мицеллы казеина
В проведённых исследованиях к5зеина были выявлены 

стабильные пики 1638-1649 с м 1, что является характер
ной областью спектра для амид I, 1600-1700 см-1 [17,18,19]. 
В спектральный диапазон 1700-1550 см-1 среднего ИК попа
дают все белковые вторичные структуры (а-спирали, р-листы 
и р-витки), а также динамические конформации белков, ха
рактеризующиеся одной или несколькими (мажорной и ми
норными) характерными полосами и соответствующими ко
эффициентами экстинкции в области амид I [18,19].

При 50 МПа на ИК-спектре отмечалось увеличение об
щей интенсивности и сглаживание всех пиков, что сопрово
ждалось описанным выше падением интенсивности флю
оресценции триптофана (Рис. 3). Вероятно, при слипании 
белковых частиц происходит переход принятого молекулой 
фотона на другие связи и изменяется величина испускания 
при флюоресценции, что согласуется с литературными дан
ными [20]. При дальнейшем повышении давления наблю
дается изменение оптической плотности в ИК-спектрах, 
с увеличением интенсивности в различных зонах, а именно
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Рис. 3. ИК-спектры казеина до и после обработки высоким давлением

белковые группы амида I (1638-1649 с м 1), амида II (1560
1567 см-1) и характерных для колебаний связей в тирозино- 
вом кольце (1514-1519 см-1) и может указывать на увеличе
ние количества связей данного типа. В исследованиях [21] 
показаны аналогичные изменения оптической плотности 
области амид I и диссоциация мицелл казеин из-за электро
статического отталкивания на более мелкие отрицательно 
заряженные фрагменты. Полосы, центрированные вблизи 
1647 см-1 могут быть теоретически отнесены к элементам 
а-спирали. Полосы, находящиеся вблизи 1669 см-1 и 1680 см-1 
относятся к р-виткам и р-листам соответственно [22]. Следо
вательно, отсутствие смещений специфических ИК спектров 
указывает на стабильность р-структуры казеина.

давления. Это сопровождается колебаниями уровня флюо
ресценции тирозина и триптофана, указывая на перегруп
пировку молекулярной структуры казеина. ИК-Фурье спек
троскопия выявила изменение интенсивности оптической 
плотности в диапазоне амид I, амид II и валентных связей 
тирозина, подтверждая отсутствие формирования новых 
связей. Полученные физические данные указывают на из
менение структуры казеиновых мицелл с увеличением доли 
(25 %) крупных частиц после действия высокого давления 
(350 МПа), что следует учитывать в переработке молока. 
Флюоресценция казеина при обработке давлением являет
ся слабо исследованным физическим показателем и может 
иметь прикладное значение в технологической обработке 
молочного сырья.

4. Выводы
В соответствии с целью данного исследования изучено 

влияние высокого давления на ряд физических свойств ми
целлы казеина: гидродинамический радиус, флюоресцен
цию тирозина и триптофана и характеристику ИК-спектров. 
Обработка мицелл казеина давлением приводит к транс
формации их размера, что обусловлено слипанием частиц 
(50 МПа) и поэтапному дроблению при дальнейшем росте

5. Выражение признательности
Авторы выражают признательность Кирпа И.В., менед

жеру по работе с ключевыми партнерами ГК «Арма», за воз
можность проведения исследований на лабораторном го
могенизаторе высокого давления и Блинову А.В., аспиранту 
кафедры прикладной биотехнологии (СКФУ), за помощь 
в проведении фотонно-корреляционной спектроскопии.

1. Introduction
High-pressure processing is a promising and relatively new 

approach of non-thermal milk processing technology, capable of 
inactivating microorganisms in food products, as well as modi
fying milk proteins. Physical and chemical changes in dairy sys
tems caused by high pressure include change of particle size and 
milk color (turbidity reduction) [1,2].

Casein micelles are the predominant protein components 
of milk, polydisperse, roughly spherical aggregates consisting 
of several phosphoproteins: AS1 -, AS2 -, p -, and k-casein [3]. 
The structure of casein micelles is poorly studied, but a number

of models with their consideration as amphiphilic proteins are 
proposed [4]. Caseins in milk can be considered as nanocapsules 
providing the supply of nutrients, their size ranges from 50 to 
500 nm [5]. According to the Horne model [6], the casein micelle 
is stable due to the balance between electrostatic repulsion and 
hydrophobic attraction. The hydrophobic interaction in the mi
celle is based on the interaction between casein and calcium 
phosphate. The action of high pressure leads to the dissolution 
of colloidal calcium phosphate and dissociation of hydrophobic 
and electrostatic interactions. It is known that casein micelles 
under pressure can irreversibly decompose or to form larger
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particles [7, 8]. Protein structuring in high-pressure processing 
can be used in high-tech food production of protein nanopar
ticles, which requires the search for new physical methods of 
research [9].

The aim of this study was to investigate the high pressure 
effect on a physical properties of casein micelle: hydrodynamic 
radius, fluorescence of tyrosine and tryptophan and IR spectra 
characteristics.

2. M aterials and m ethods
2.1 M aterials and Reagents

The study was carried out in the research laboratory «Nano
technology and Biophysics» (Center for biomedical engineering, 
NCFU). For the preparation of solutions used deionized water 
(Smart2Pure, Thermo Sc ientific, USA.) and reagents qualification 
«p.a». (AppliChem Inc., USA). Casein was obtained from skim 
milk by its acidification. In 100 ml of milk, 1 ml of 10% acetic 
acid is added to achieve pH = 4.6. Then the samples were centri
fuged for 10 min at 3000 rpm, the precipitate of casein washed 
three times with distilled water and centrifuged at 3000 rpm for 
15 min, followed by drying at 40 °C.

Dry casein powder was dissolved in deionized water at a con
centration nf 1 mg/ml using; a magnetic stireer at room tempee- 
ature; to standardize the conditions, the solution was brought 
to neutral pH ■values usingNaOH and HCl solutions. To /emove 
undissolved protein particles, the solution was centrifuged at 
10,000 rpm (MPW-352r, MPW MED INSTRUMENTS, Poland).

2.2 Research Methods
The solution of casein was treated with a laboratory high- 

pressure homogenizer (Stansted Fluid Power Ltd., UK). The 
prepared solution was placed into the cylinder of the syringe a 
volume of 20 ml and was inserted into the inlet valve, the de
vice automatically selected the right amount to fill the cell and 
began processing. Processing was carried out in the range from 
50 MPa to 350 MPa. The treated sample was drained from the 
exhaust valve into a separate tube and stored at plus 4  OC. The 
hydrodynamic radius was determined using photon-correlation 
spectroscopy on the spectrometer Photocor Complex (Fotokor, 
Russia). Casein fluorescence was evaluated on a multi-modal 
reader Varioskan Flash (Thermo Scientific, USA) by tryptophan 
and tyrosine at the following wavelengths, respectively: exci
tation 180 nm n leading; 328-350 nm and excitation 275 nm / 
reading 303 nm. IR spectra of casein solutions were studied by 
ATR-FTIR spectrometer Nicnlet iS50 -rharmo Fisher, USA). Sta
tistical analysis of the data was carried out using the descriptive 
statistics unit, Excel (Microsoft Office, USA).

3. Results and discussions
3.1 The change in the hydrodynamic radius o f  casein

after exposure 1o high pressure homogenization
As a sample for comparison, casein without high pressure 

procnssmg cnntaming one particle fraction was used (Fig.1). The 
pressure of 50 MPa led to a hydrodynamic radius fourfold in
crease, and indicated the formation of nonglomerates based on

A
128 nm

D

E F

B

50 MPa

C 90 MPa

113 nm

342 nm

467 nm

..lb,.......BlUtipanu

160 MPa

100 nm /
34'7 nm

i

250 MPa

85 nm
251 nm

350 MPa

121 nm

610 nm

Figure 1. Histogram of the hydrodynamic radius distribution before (A) and after pressure treatment: (C) 50 MPa; (C) 90 MPa; (D) 
160 MPa; (E) 250 MPa; (F) 350 MPa. The average values of the hydrodynamic radius of the fraction are given
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Figure 2. Dynamics of casein fluorescence by tyrosine (A) and tryptophan (B) before and after high-pressure treatment

casein micelles. Probably, under the influence of high pressure 
there were structural modifications of the «hair layer», consist
ing of as1 — and K-casein, which is responsible for aggregation 
of casein submicellae. This confirms the data that after pressure 
treatment of skim milk, an increase in the number of clusters 
derived from casein submicellae and monomers [10]. Thus, it is 
believed that the increase in the size of the particles is preceded 
by the disintegration of the casein micelles [11].

Treatment of a casein solution at 90 MPa caused the sepa
ration of the particles into two fractions. The smaller fraction, 
which made up 40 % of the total, included large structures, and 
the remaining 60 % of the particles slightly changed relative to 
the original values of the micelles size, which can also be consid
ered as a further destruction of the «hair» layer [9].

After increasing the pressure to 160 MPa and 250 MPa, an 
increase in the fraction of larger particles to 56 % and 68 %, re
spectively, was observed, with a tendency to reduce the size of 
the average hydrodynamic radius in both fractions.

After treatment with a pressure of 350 MPa aggregated 
conglomerates greatly increase in size, but their share was re
duced to 25 %, and the bulk (75 %) was particles close in size 
to the casein micelles without pressure processing. The results 
obtained are confirmed by the data on the decay of the casein 
micelle at a pressure between 200-250  MPa (room tempera
ture), and the average radius of the micelles after pressure 
processing gradually increases and then, when it reaches at 
350 MPa, decreases [12].

3.2 Tyrosine and tryptophan fluorescence o f  casein
Samples of casein were characterized by an expressed inten

sity of tyrosine fluorescence prior to pressure treatment. The 
pattern of tyrosine fluorescence had a tendency to increase with 
increasing values of the pressure. The lowest value of fluores
cence was recorded at 50 MPa. A significant spikes were regis
tered at 90 and 250 MPa, but the fluorescence did not reach the 
level of the control sample. (Fig. 2 A).

The fluorescence of tryptophan in the control sample was 
significantly lower than after pressure processing. The pressure 
rise was accompanied by fluorescence increase in two stages: the 
first at pressure of 50 to 160 MPa and the second at 250-350 MPa 
(Fig.2 B). Fluorescence was estimated at the time of maximum 
emission [13] and depends on a number of factors, including 
the indole component fluorescence, the presence of several 
tryptophan molecules in most proteins and the environment of 
the molecule [14]. The fluorescence intensity can be due to the 
different number of amino acids, so the casein micelle contains 
41 tyrosine residues and 7 tryptophan residues. [15].

Comparison of histograms and fluorescence of tyrosine indi
cates a decrease in the intensity of the glow with an increase in 
the proportion of large particles and the increase in radiation in

the solution with a decrease in the hydrodynamic radius. Pecu
liarities of casein amino acids glow are associated with structur
al rearrangements during the processing pressure. The growth 
of tryptophan and decrease of tyrosine fluorescence under the 
influence of high pressure indicate a change in the conformation 
of protein molecules of casein with the reallocation provisions 
of amino acids [16]. Unidirectional changes in the amino acids 
glow, after treatment, can be due to the energy transfer from ty
rosine to tryptophan residues in proteins. [15].

3.3 Characterization o f  IR spectra o f  casein micelle
In the carried out studies of casein, stable peaks of 1638

1649 cm-1 belonging to a characteristic region of the spectrum 
for amide I, 1600-1700 cm-1 [17,18,19] were revealed. Spectral 
range 1700-1550 cm-1 mid-IR includes all of the protein second
ary structure (a-helix, p-sheets and p-turns), as well as the dy
namic conformations of proteins, characterized by one or more 
(major and minor) of characteristic bands and the respective ex
tinction coefficients in the amide I region [18,19].

At 50 MPa, the IR spectrum shows an increase in the to 
tal intensity and smoothing of all peaks, which is accompanied 
by the described above decrease of tryptophan fluorescence in
tensity.

Probably, when protein particles stick together, the transi
tion of the photon taken by the molecule to other bonds oc
curs and the value of emission changes at fluorescence, which 
is consistent with the previously described data [20]. With fur
ther pressure increase, there is a change in the IR spectra optical 
density, with an increase in intensity in various zones, namely 
the protein groups of amide I (1638-1649 cm-1), amide II (1560
1567 cm-1) and the bonds characteristic of the tyrosine ring 
(1514-1519 cm-1) and may indicate an increase in the number of 
this type of bonds. In studies [21], similar changes in the optical 
density of the amide I region and dissociation of casein micelles 
due to electrostatic repulsion to smaller negatively charged 
fragments are shown. Bands centered near 1647 cm-1 can be 
theoretically referred to elements of a-spiral. The bands located 
near 1669 cm-1 and 1680 cm-1 refer to p-coils and p-sheets, re
spectively [22]. Consequently, the absence of displacements of 
specific IR spectra indicates the stability of the p-structure of 
casein.

4. Conclusion
In accordance with the purpose of this study, the effect of 

high pressure on a number of physical properties of the casein 
micelle was studied: hydrodynamic radius, fluorescence of tyro
sine and tryptophan and the characteristic of IR spectra. Pres
sure processing of casein micelles leads to transformation of 
their size, which is due to the adhesion of particles (50 MPa) and 
stepwise crushing with pressure increasing. This is accompanied
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Figure 3. IR spectra of casein before and after high pressure treatment

by fluctuations in the fluorescence level of tyrosine and trypto
phan, indicating a rearrangement of the casein molecular struc
ture. IR-Fourier spectroscopy revealed a change in the intensity 
of the optical density in the range of amide I, amide II and va
lence bonds of tyrosine, confirming the absence of new bonds. 
The obtained physical data indicate a change in the structure 
of casein micelles with an increase in the proportion (25 %) of 
large particles after the action of high pressure (350 mpa), which 
should be taken into account in milk processing. The fluores
cence of pressure-processed casein is a poorly investigated

physical indicator and can have an applied value in the process
ing of raw milk.
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