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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ 

НОПМ – натурално обезмаслено прясно мляко 

СВОМ – сухо възстановено обезмаслено мляко 

НСПМ – натурално сборно пълномаслено мляко 

ВОИУ – влакнесто-оптично измервателно устройство 

ККФК – казеинат-калциевофосфатен комплекс 

ИЧ – инфрачервен 

УВ – ултравиолетов 

D – привидно поглъщане на светлината (оптична плътност) 

R – корелационен коефициент 

R
2
 – коефициент на детерминация 

RSS – сума от квадратите на остатъците 

RMSE – корен квадратен от средноквадратичната грешка 

DSC – диференциална сканираща калориметрия 

АСМ – атомно силова микроскопия 

АК – амино киселини 

РС – раманов спектър 

ЕМИ – електромагнитно излъчване 

ИВЕМ – изопотенциални възбудно-емисионни матрици 

ДРС – динамично разсейване на светлината 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

УВОД 

Въпросът как протеините се сгъват в уникално, компактно, силно организирано, 

функционално активно състояние е един от основните въпроси на съвременната физика на 

кондензираното състояние на материята. Важна особеност на протеините е тясната връзка 

между тяхната геометрична структура и функциите, които те изпълняват. В нативна (водна) 

среда те могат да приемат няколко квазиустойчиви конформации, които съответстват на 

определен локален минимум на потенциалната енергия. 

Поради своята сложност, стандартните методи за изследване на структурни изменения 

на протеини се прилагат само в специализирани лаборатории. Те са разрушителни, 

измерванията при тях отнемат време, изискват значителни финансови разходи и висока 

квалификация на обслужващия персонал. 

Оптичните методи са съвременни, безконтактни и безразрушителни. Те притежават 

висока чувствителност и лесно се автоматизират. По точност не отстъпват на познатите 

инструментални методи за химичен анализ. Развитието и усъвършенстването на влакнесто-

оптичните технологии през последните няколко години, позволи използването им за 

измерване на оптичните свойства на млечно-протеиновата дисперсна среда непосредствено 

по време на протичане на кинетичния процес.  

Оптичните прибори могат да се управляват и от тях лесно да се получават 

дистанционно данни – посредством Data Logers, ПК, ИЧ порт, оптични линии и др.  

Проблемът с изследването на фолдинга на протеините все още е далеч от неговото 

решаване и продължава да бъде актуален и днес в научен и приложен аспект. 

 

 1. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 Целта на дисертационната работа е разработване на оптичен метод за проследяване 

на процесите на структурни изменения на белтъците по време на ензимна коагулация в 

млека.  

За постигането на тази цел са дефинирани следните задачи: 

1. Избор и оценка на оптичен метод за проследяване на процесите на структурни 

изменения на белтъците по време на ензимна коагулация.  

2. Експериментално проследяване на процесите на структурни изменения на 

белтъците по време на ензимна коагулация в млека съгласно разработения оптичен метод. 

3. Провеждане на съпътстващи изследвания с други експериментални методи за 

сравнение и потвърждаване на получените резултати. 

 4. Оптимизиране на експерименталния метод за проследяване процесите на 

структурни изменения на белтъците по време на ензимна коагулация в млека с цел 

изясняване на физичната същност и евентуално моделиране и оптимизиране на тези 

процеси. 

 5. Описание на методиката за проследяване на процесите на структурни изменения 

на белтъците чрез физични методи по време на ензимна коагулация в млека.  
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2.  МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ НА РАБОТА  

2.1. Материали 

 Краве мляко 

За извършване на експериментите е използвано натурално сборно пълномаслено краве 

мляко (НСПМ), натурално обезмаслено прясно мляко (НОПМ) и сухо възстановено 

обезмаслено мляко (СВОМ).  

 Референтни експериментални образци 

За нуждите на експеримента бяха използвани:  

- пречистен казеин на прах – съдържание на протеини min. 92.00%, съдържание на 

мазнини 2.00%, общ азот 13.00-16.00%;  

- L–Tryptophan  на прах (C11H12N2O2) – молекулно тегло 204.23 g·mol
−1

, pH (1% във 

вода при 25°C) – 5.50–7.00;   

- L–Tyrosine на прах (C9H11NO3) – молекулно тегло 181.19 g·mol
−1

 ; D-Phenylalanine 

(C9H11NO2) – молекулно тегло 165.19 g·mol
−1

 ;   

- Млекокоагулиращ ензим (телешки химозин), активност 1:10000 съгласно IDF 

157:2007 и ISO 11815; 

- 40% разтвор на CaCl2. 

- буферни разтвори 

 

2.2. Методи за изследване 

Изследвани са етапи от протичането на ензимна коагулация на НОПМ, НСПМ и 

СВОМ, инокулирани с коагулиращ ензим (телешки химозин) с активност  1:10000 съгласно 

IDF 157:2007 и ISO 11815 с концентрация 30, 40 и 50 µl/100 ml и 40% разтвор на CaCl2. 

При провеждане на изследването на млечни белтъци чрез спектрални методи е спазено 

условието в изследвания вълнов диапазон да няма значително поглъщане както за 

дисперсната среда, така и за средата в която се намират протеиновите частици (вода, серум). 

При тези условия цялото регистрирано от детектора преминало през обекта излъчване се 

определя единствено от разсейването. Тъй като агрегиралите белтъчни молекули притежават 

по-добра способност да разсейват светлината за разлика от неагрегиралите, затова при 

изследване кинетиката на агрегация на млечните белтъци по време на ензимна коагулация 

широко се използва метода при, който се измерва привидното поглъщане lg oID
I

  във 

видимата област. Съществено предимство на този метод се състои в това, че позволява 

непрекъсната регистрация на кинетичните криви. 

Флуоресцентната микроскопия е извършена в катедра „Физиология на животните” на 

Биологически факултет на ПУ “П. Хилендарски”. 

AFM визуализацията на изследваните образци е извършена в катедра „Физика” на 

Физико-технологичен факултет на ПУ “П. Хилендарски”. 

Турбидиметричното проследяване на структурните изменения, кинетиката на 

агрегация на млечните белтъци, влиянието на външни и вътрешни фактори върху 

кинетичните свойства на млечната полидисперсна система по време на ензимна коагулация, 
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химична и термо-денатурация е извършено в лабораторията по биофотоника на Катедра 

„Физика” на Физико-технологичен факултет на ПУ “П. Хилендарски”. 

Топлинна денатурация на серумни белтъци е изследвана в катедра „Физика” на 

Физико-технологичен факултет на ПУ “П. Хилендарски”. 

Раманова спектроскопия за изследване на изменението на вторичната структура на 

млечните протеини при химична и термо-денатурация е извършена в Катедра „Аналитична и 

компютърна химия” на Химически факултет на ПУ “П. Хилендарски”. 

Флуоресцентна спектроскопия за изследване на структурните изменения на ензимни 

млечни белтъци при термо-денатурация е извършена в лабораторията по биофотоника на 

Институт по електроника към БАН гр. София. 

  2.2.1. Турбидиметрия 

За постигане на поставената цел е конструирано и разработено влакнесто-оптично 

измервателно устройство, влизащо в състава на създадена експериментална установка,  

показана на Фиг. 2(*3.1 а). 

 
Фиг. 1(*3.1а). Експериментална установка за изследване структурните изменения на 

млечни белтъци по време на ензимна коагулация, химична и   термо-денатурация 

Тя се състои от: 

1. Влакнесто-оптично измервателно устройство. 

2. Многофункционален модулен оптично-влакнест мини спектрометър AVANTES.  

3. Персонален компютър. 

4. Водна баня с терморегулатор. 

Влакнесто-оптичното измервателно устройство (ВОИУ) се състои от измервателен 

блок, две микрометрични масички, осигуряващи точно изместване и съосяване на 
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електродите с оптичните влакна (входно и изходно) по  X, Y и Z, гониометрична масичка за 

завъртане на изходното влакно спрямо входното в диапазона от 0 до 90º, работна кювета и 

термостатна вана. 

Измервателният блок на устройството, се състои от две оптични влакна с диаметър на 

сърцевината 200 μm, монтирани в специален канал на металните държачи, с ширина равна на 

диаметъра на оптичните влакна и фиксирани от пластина от същия материал с помощта на 

микровинтове.  Челата на оптичните влакна са полирани под 90º спрямо остта на влакното. С 

помощта на SMA конектори  входното влакно се присъединява към източника на светлина, а 

изходното - към мини спектрометъра. 

Металният държач на входното оптично влакно е фиксиран неподвижно в алуминиева 

конзола и може да извършва преместване по X, Y, Z с точност 0.01 mm, а изходното оптично 

влакно заедно с вторият държач са неподвижно фиксирани в алуминиева конзола монтирана 

върху гониометричната масичка на устройството. 

Двете оптични влакна по време на експеримента са потопени неподвижно в 

цилиндрична кювета с диаметър 20 mm в която се поставя изследваният дисперсен разтвор, 

коагуланта и 40% разтвор на CaCl2. По време на експеримента в кюветата се поставят 

термометър и електрода на рН-метъра за за непрекъснат контрол на температурата и рН по 

време на кинетичния процес. Дебелината на изследвания слой между челата на оптичните 

влакна е 200 μm. Работната кювета е потопена във водата на термостатната вана, в която 

постоянно циркулира вода от водният термостат и обратно, за да се поддържа температурата 

на дисперсната среда в диапазона Т=35±1ºС, необходимо условие за протичане на ензимната 

реакция. 

  Измененията в оптичната плътност (D) се регистрират от многофункционален 

влакнесто-оптичен спектрометър «AVANTES». Работният диапазон на мини спектрометъра е 

от 200 до 1100 nm и се осигурява от фиксирана дифракционна решетка с плътност на 

щрихите 300 линии/mm. Спектрометърът разполага с комбиниран деутериево-халогенен и 

импулсен ксенонов източник на светлина, реализирани във вид на самостоятелни модули. 

Проведено е числено диференциране на данните от изменението на  привидното 

поглъщане по време на ензимна коагулация, химична и термо-денатурация на мляко. 

Изчислените първа и втора производни на стойностите на (D) като функция от времето дават 

възможност за установяване на изменението на скоростта и ускорението на привидното 

поглъщане по време на процеса. 

Направена е анализ на конформационните изменения, протичащи в белтъчните 

молекули, чрез оценка на скоростта на ензимната реакция, началната скорост на агрегация на 

млечните белтъци при ензимна коагулация, константата на скоростта 
1

k , времето на 

полупревръщане 
1 2
t  на млечния белтък наполовина, средната продължителност на живот на 

белтъчните молекули θ зависеща единствено от константата на скоростта 
1

k . 

Предложен е алгоритъм на предсказващ модел чрез който са дефинирани най-

информативните дължини на вълните, които възможно най-точно биха описали процесите 

протичащи в НОПМ, СВОМ и НСПМ и настъпващите конформации на съдържащите се в тях 

белтъци по време на ензимна коагулация, химична и термо-денатурация. 

Направен е анализ на корелационните коефициенти R, коефициентите на 

детерминация R
2
, корен квадратен от средната квадратична грешка (RMSE), стандартна 

грешка, сумата от квадратите на остатъците (RSS) и показателят (Significance), получени при 
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проверка на корелацията между реално измерените и предсказани стойности на привидното 

поглъщане D  

2.2.2. Диференциална сканираща калориметрия (ДСК) 

Диференциалната сканираща калориметрия (ДСК) е извършена с диференциално 

сканиращ калориметър DSC 204 F1 Phoenix NETZSCH Geratebau GmbH (Germany). 

Проведено е изследване на ДСК термограми на НОПМ, СВОМ и НСПМ. Определени са 

следните параметри: температурата Тm, специфичният топлинен капацитет(Ср) на 

последователните преходи в термограмите и енталпията на прехода Hcal1. 

Проведено е сравнение между резултатите от изследването на структурните 

изменения на серумни белтъци по време на термо-денатурация по метода на 

турбидиметрията и резултатите получени при ДСК на НОПМ.  

2.2.3. Раманова спектроскопия 

Измерването на Рамановите спектри на изследваните млечни образци, казеин и 

ароматни    аминокиселини  (L - Tryptophan, L - Tyrosine и D - Phenylalanine) е  извършено  на  

Раманов Фурие-спектрометър VERTEX 70 с приставка RAM II. 

2.2.4. Флуоресцентна спектроскопия 

За провеждане на флуоресцентните измервания е използван спектрофлуориметър 

FluoroLog 3 на HORIBA Jobin Yvon, Франция. Резолюцията на FluoroLog 3 е 0.2 nm. 

Ширината на процепа, през който преминава възбуждащото излъчване е 3 nm. При 

измерванията е приложено възбуждане с дължина на вълната в диапазона от 260 nm до 500 

nm със стъпка 10 nm, а флуоресценцията се детектира в диапазона от 280 nm до 600 nm. С 

помощта на софтуерните продукти TableCurve 3D v.4.0.01 и OriginPro 8.5.0.SR1 данните за 

спектъра на флуоресценция са трансформирани в 3D спектрални профили и ИВЕМ. 

Проведено е изследване на наличието  на естествено срещащи се в млякото 

флуоресцентни съединения, важни за състава и технологичните му качества. 

2.3. Методи за изследване микроструктурата на млечни протеини 

2.3.1. Флуоресцентна микроскопия 

Флуоресцентната микроскопия е извършена в затъмнена стая в Биологически 

факултет на ПУ “П. Хилендарски”  на флуоресцентен микроскоп Leica DM1000, използвайки 

за възбуждане филтър BP 450-490 nm с делител на лъча RKP 510 и LP>515 nm.  

Направени са серия от 9 снимки на флуоресцентните изображения на 

микроструктурата на млечните протеини на НОПМ през различни етапи от протичането на 

ензимна коагулация в продължение на 75 минути, през времеви интервали от 5 минути. 

Изследваният препарат- протеиновата намазка е направен на тънък слой върху сухо 

обезмаслено стъкло. Изсушаването на намазката се извършва на стайна температура в 

ексикатор. Фиксира се във фиксатор 3-4 пъти. Фиксиращият разтвор се приготвя от равни 

части (1:1) спирт и етер. След фиксацията се изчаква пълното изпаряване от повърхността на 

стъклото на спирта и етера. Промиването е извършено с дестилирана вода. Използвани са 

чисти обезмаслени предметни стъкла промити с етанол.  
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Преди провеждане на измерването всеки препарат се оцветява с луминисциращ 

оцветител (акредин оранж или бромен етидий). За получаване на по-ясен образ, фронталната 

леща на имерсионният обектив с висока разделителна способност се потапя в капка 

имерсионно масло, показателя на пречупване на което е близък до показателя на пречупване 

на стъклото, увеличавайки по този начин разделителната способност на флуоресцентния 

микроскоп. 

 Проведено е изследване на разпределението на белтъчните частици по размери по 

време на ензимна коагулация на НОПМ с 32,5 μl коагулиращ ензим +20 μl CaCl2 

2.3.2. Атомно-силова микроскопия (AFM) 

AFM визуализацията на изследваните препарати е извършена с атомно-силов 

микроскоп Nanosurf easyScan2 (Nanosurf AG, Switzerland), кантилевер модел: Tap190A1-G с 

игла TAP190ALG, глава модел: EZ2-FlexAFM, повърхност на сканиране 2 μm. Сканирането е 

извършено в безконтактен режим. 

За подготовката на експерименталните образци е използвана капка от получения 

млечен разтвор, която се нанася върху повърхността на сухо обезмаслено предметно стъкло. 

Така получения AFM-чип се оставя на стайна температура в ексикатор с влажен тампон. 

След приключване на тази процедура се извършва фиксиране на AFM-чипа в разтвор на 50% 

етанол в продължение на 10 минути.  

Извършена е визуализация и регистрация на млечни белтъчни агрегати на (СВОМ) и 

(НОПМ). За подложка на AFM-чипа са използвани предметни стъкла 26 х 76 mm 

DELTALAB.  

 2.4. Физико-химичен анализ 

Физико-химичният анализ на НОПМ, СВОМ и НСПМ е извършен в Лабораторията за 

изследване на мляко и млечни продукти “LB LACT”- Пловдив и Акредитирана Лаборатория 

за изпитване на хранителни продукти “АЛИМЕНТИ”, съгласно изискванията на БДС EN 

ISO/IEC 17025:2006. Основните физико-химични показатели на СВОМ са взети от 

сертификат на производителя при доставката. 

Усреднените стойности на резултатите от направеният физико-химичен анализ на 

изследваните образци НОПМ и НСПМ са посочени в Таблица 1 (*7). 

    

Таблица  1(*7)  Основни физико-химични показатели на изследваните образци 

Основни физико-химични 

Показатели 

Мерни 

единици 

Гранични 

Стойности 
НОПМ НСПМ СВОМ 

Активна киселинност 

Титруема киселинност по Тьорнер 

Плътност 

Съдържание на сухи вещества 

Съдържание на общ белтък 

Съдържание на казеин 

Съдържание на мазнини 

 pH 

ºT 

kg/m
3
 

% 

% 

% 

% 

6,7 – 6,5 

16 – 19 

1028 – 1030 

12,81-12,88 

3,05 – 3,21 

2,41 – 2,60 

- 

6.9 

20.50 

1.034 

9.55 

3.33 

2.44 

0.20 

6.85 

15.00 

1.027 

17.5 

3.15 

2.31 

6.15 

6.78 

20.00 

1.021 

10.3 

3.67 

2.58 

0.1 

(* - номерацията е от дисертацията) 
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2.5. Методика на провеждане на експеримента  

2.5.1. Ензимна коагулация  

За да се изследва поведението на млечната полидисперсна среда, промяната на                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

нейната структура при превръщането и в гел по време на ензимна коагулация последователно 

е измерена оптичната плътност (D) и пропускането (Т) в диапазона от 250 nm до 1100 nm на 

НОПМ, СВОМ и НСПМ. Спектрите са регистрирани в диапазона от 250 до 1100 nm с резолюция от 

0.6 nm, като измерването на тъмновия сигнал на спектрометъра и еталонния спектър се извършва 

преди анализа на всеки образец. Всички измервания са направени при температура Тº = 35±1°С. За 

оценка на сходимостта на резултатите от измерването за всеки отделен образец са направени 

по 5 измервания на спектъра, като при анализа на спектрите е взета средно аритметичната стойност от 

петте измервания. 

Изследването на ензимна коагулация е проведено по следният начин. Подготвените 

образци от НСПМ, НОПМ и СВОМ с обем 100 ml предварително се загряват до 40ºС след, 

което се хомогенизират с помощта на хомогенизатор за емулгиране на млечни образци с 

вибрационна помпа и двустепенна хомогенизираща глава. Така хомогенизираните млечни 

образци се термостатират на термостат на водна баня при температура Тº = 35±1 °С и при 

достигане на оптималната температура за начало на процеса ензимна коагулация се добавя 

коагулиращият ензим (химозин) в количество 30, 40 и 50 µl/100 ml. След разбъркване в 

продължение на 30 секунди, млякото се поставя в работната кювета на ВОИУ за измерване на 

спектрите на поглъщане/пропускане. По време на измерването се изключва всякакво 

попадане на пряка светлина върху изследвания образец и приемащото оптично влакно, 

защото всички измервания са извършени в затъмнено помещение. 

Преди поставяне на коагуланта се извършва регистрация на температурата (ТºС), 

активната киселинност (рН) и спектъра на поглъщане и пропускане, които при обработката на 

резултатите от измерването се приемат за референтни за съответното измерване. Следят се 

непрекъснато рН и TºC, като температурата в кюветата не трябва да надхвърля предварително 

зададената граница от Т=±1ºС. За всяка концентрация на коагуланта са направени по десет 

(десет) експеримента и получените резултати са усреднени. Останалата част от приготвения 

млечен разтвор 35 ml с добавен коагулиращ ензим се използва за осъществяване на паралелен 

визуален контрол на ензимната коагулация. 

2.5.2. Термо-денатурация 

Изследването на структурните изменения на серумни белтъци при термо-денатурация 

е извършено с помощта на ВОИУ Фиг. 1(*3.1а) при дебелина на изследвания слой млечна 

емулсия 200 μm и сканиращ светлинен източник излъчващ във вълновия диапазон от 350 nm 

до 1050 nm със стъпка λ = 50 nm. Снета е зависимостта на оптичната плътност D от 

температурата в диапазона от 28ºС до 81ºС със стъпка от 1ºС. Обект на изследването е 

НОПМ. При изследване на структурните изменения на млечни белтъци с помощта на ДСК, 

използваните образци от НОПМ, СВОМ и НСПМ са предварително лиофилизирани като 

технологичният процес съчетава два метода на консервиране – замразяване и изсушаване в 

условията на висок вакуум с продължителност минимум 24 часа. От получените 

лиофилизирани образци е отделен материал около 40 mg за провеждане на изследването. 
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При измерване на флуоресценция на белтъци при термична денатурация, 

температурният диапазон е от 20ºС до 90ºС. 

2.5.3. Химична денатурация 

За изследване на структурните изменения на млечните белтъци при химична 

денатурация е използвано НОПМ с обем 65 ml и температура 25ºС, като към него е добавен 

разтвор от урея с концентрация 2М, 4М и 8М в съотношение 3:1. Количеството на 

денатуранта е избрано експериментално. Оценката за степента на протичане на химична 

денатурация на млечни белтъци е извършена на експерименталната установка Фиг. 1(*3.1а). 

2.6. Използван софтуер и статистическа обработка на експерименталните         

резултати 

Статистическият анализ, математическото моделиране и графичното оформление на 

получените резултати са извършени с помощта на софтуерите OriginPro v.8.5.,Gwyddion 2.42, 

TableCurve 3D v.4.0, SPSS 17.0, Excel(MSОffice). Получените данни са обработени чрез 

дисперсионен анализ при доверителен интервал от 95 % и грешка α = 0,05. 

3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ  

3.1. Изследване на кинетиката на ензимна коагулация на млечни белтъци 

Три са основните кинетични процеси, които представляват интерес за ензимната 

коагулация на млякото: ензимна хидролиза на к-казеин, флокулация на казеиновите мицели и 

формиране в динамика на омрежена гел-структура. Ензимната хидролиза е първата стъпка 

при коагулация на млякото. Реакцията включва хидролиза на k-казеин, флокулация на 

казеиновите мицели и образуване на пара- k -казеин и макропептид. Реакцията следва 

кинетиката на Michaelis-Menten [128]. 

В полидисперсната система на млякото обикновено кривата, представляваща връзката 

между агрегацията на млечните белтъци и времето на коагулация, приема S-образна форма. 

Характерните кинетични криви на поглъщане, получени при различна концентрация на 

млечния белтък, за трите вида изследвани млека, са представени на Фиг.2(*4.1), Фиг.3(*4.2) и 

Фиг.4(*4.3).  

След инакулацията на коагулиращия ензим, оптичната плътност D започва бързо да 

нараства или почти не се променя през вървите няколко минути от индукционният период, а 

след това рязко се повишава. Това е свързано с началото на процеса коагулация и с 

формирането на първите мицеларни агрегати. 

От началото на ферментативния период до началото на явната коагулация протича 

известно време, наречено лаг – период (Фиг. 3(*4.2) и Фиг.4(*4.3).  

Кинетичните криви на поглъщане са получени с помощта на ВОИУ като е измерено 

привидното поглъщане (D) през времеви интервали от 5 минути. Източникът на светлина е с 

дължина на вълната в диапазона от 350 nm до 1050 nm със стъпка 100 nm, съобразен със 

средният размер на диспергираните в средата казеинови мицели. 
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Фиг.2(*4.1).Кинетични криви на поглъщане (а) и 3D профил на зависимостта на оптичната 

плътност (D) от времето на коагулация (б) на НОПМ 

 На фигурите са представени 3D профилите на оптичната плътност D от времето на 

коагулация при концентрация  на  коагулиращия  ензим:32,5 μl + 20μlCaCl2 за НОПМ, СВОМ 

и НСПМ. 

По аналогичен начин са определени кинетичните криви за трите изследвани видове 

млека (НОПМ, СВОМ и НСПМ) за всички използвани концентрации на коагулиращия ензим. 

Установена е максималната стойност на привидното поглъщане  на белтъците по време на 

превръщането на емулсията в гел под действието  на  коагулиращ  ензим  и  CaCl2, скоростта 

на протичане на ензимната реакция ( 1k limD ), както и константата на скоростта (
1

k ) на 

ензимната реакция за различните концентрации на млечен белтък. 

 

 

Фиг.3(*4.2). Кинетични криви на поглъщане (а) и 3D профил на зависимостта на оптичната 

плътност (D) от времето на коагулация (б) на СВОМ 
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Уравнението, най-добре описващо кинетичната реакция има експоненциален вид: 

 lim 11 exp( )y D k t C    , където t е времето на протичане на кинетичната реакция. 

Използваното уравнение и направените чрез него апроксимации показват, че процеса 

на агрегация пo  време на етапа през, който най-активно се осъществяват структурните 

промени в млечно-протеиновата полидисперсна среда, описва реакция от първи порядък. 

 

 
Фиг.4(*4.3).Кинетични криви на поглъщане (а) и 3D профил на зависимостта на оптичната 

плътност (D) от времето на коагулация (б) на НСПМ 

 3.2. Анализ на 1-ва и 2-ра производнa на привидното поглъщане D 

Поради частично препокриване на спектрите на поглъщане на отделните компоненти 

в поликомпонентните дисперсни среди по време на кинетичната реакция, линиите на 

поглъщане са слабо очертани в общия спектър. В този случай линийте за анализ се подбират 

въз основа на изменението на спектъра на първата и втора производни на оптичната 

плътност, спрямо времето на коагулация.  

На Фиг. 5(*4.4), 6(*4.5) и 7(*4.6) са показани първите 
dD

dt
 и втори 

2

2

d D

dt
 производни 

на оптичната плътност за трите вида млечни образци (НОПМ,СВОМ и НСПМ) при 

концентрация на ензима 32,5μl+20μlCaCl2. 

Експериментите показаха, че обикновено през първите 10 минути от началото на 

ензимната реакция настъпват най-съществени промени в спектъра на претърпяващите 

структурни конформации млечни белтъци. От графиките се вижда, че нулевите стойности на 

производните с не четен порядък съвпадат с екстремумите на производните на функцията от 

четен порядък и изходния спектър на поглъщане в зависимост от времето на протичане на 

ензимна коагулация. От своя страна екстремумите на производните от не четен порядък се 

доближават до инфлексните точки на производните от четен порядък и изходния спектър. 
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Фиг. 5(*4.4) Първа (а) и втора (б) производна на привидното поглъщане за НОПМ 

 

Ензимната коагулация на млечни белтъци следва кинетичната реакция от първи 

порядък, а зависимостта на първата производна от времето има експоненциален характер. 

При разглежданите кинетични криви на НОПМ, стойността на  
dD

dt
 при t се 

стреми към 0, като това е по-ясно изразено за дължини на вълната от по-късовълновия 

диапазон (350 nm и 450 nm), където и наклона на кривите е по-голям. 

 От направените графични зависимости на първата производна 
dD

dt
на привидното 

поглъщане от времето Фиг. 5(*4.4) може да се направи извода, че през първият и особено 

през вторият етап от ензимната реакция скоростта е най-висока и значително намалява през 

етапа на формиране на гела и синерезиса. Както беше споменато вече е ясно, че скоростта на 

кинетичната реакция също така зависи и от концентрацията на коагулиращия ензим.  

 
Фиг. 6(*4.5) Първа (а) и втора (б) производна на привидното поглъщане за СВОМ 
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На база на установените инфлексни точки върху кривите на първа и втора производна 

на оптичната плътност могат да бъдат разграничени четири региона, характеризиращи се с 

различна динамика в скоростта и ускорението на протичащия процес (фигура 5(*4.4), 6(*4.5) 

и 7(*4.6)). Установените инфлексни точки са в съответствие с физико–химичните изменения 

в структурата на казеиновите мицели, настъпващи по време на ензимната реакция в млякото. 

 
Фиг. 7(*4.6) Първа (а) и втора (б) производна на привидното поглъщане за НСПМ 

Първият регион от 0 до 5-10 минута включва ферментативен и период на скрита 

коагулация през, който млечната емулсия практически не променя своите реологични и 

оптични свойства. Не се наблюдава склонност на казеиновите мицели да флокулират 

въпреки, че хидролизата на к-казеина вече е започнала и дисперсната система губи своята 

устойчивост.  

След завършване на индукционният период, това е вторият етап от агрегацията между 

10-та и 20-та минута, формирането на структурата продължава с намаляваща скорост. В 

началото се осъществява агрегация на отделни параказеинови частици т.е. така наречената 

флокулация. Този етап продължава, докато се хидролизира достатъчно количесто k-казеин, за 

да се намали потенциалната бариера между мицелите до точка, откъдето започва бързата 

флокулация. 

Третият етап от агрегацията между 20-та и 40-та минута е свързан с уплътняване на 

белтъчната структура, а за четвърти етап след 40-та минута условно може да се смята 

синерезиса, т.е. изхвърляне от вътрешността на белтъчната молекула на свързаната вода. 

Предполага се, че увеличаването на привидното поглъщане на светлината е свързано 

преди всичко с ръста на вече обособилите се ядра на белтъчните агрегати и присъединили се 

към тях разгънати белтъчни вериги. Успоредно на основния процес на агрегация може да 

протича значително по-бавна асоциация на ядрата на агрегатите. Преминаването на 

кинетичната крива на относително линеен участък в по-късните времеви интервали на 

кинетичната реакция означава, че се осъществява слепване (обединяване) на ядрата на 

белтъчните агрегати в по-големи агломерати. 
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 Освен това, в хода на изследването е установено, че скоростта на кинетичната реакция 

и по-специално наклонът на кривата се влияе от дължината на вълната на светлинния 

източник, което е показател как и с каква продължителност светлинните кванти 

взаимодействат с белтъчните частици в млякото. Разбираемо е, че скоростта на химичната 

реакция постоянно се променя, така както се променя и концентрацията на участващите в 

ензимната реакция белтъци. 

Производните на спектъра на привидното поглъщане като функция от времето на 

протичане на процеса на ензимна коагулация са изчислени с помощта на програмно 

осигуряване OriginPro 8.5.  

3.3.  Влияние на кинетичните параметри върху протичането на ензимната 

реакция 

Установена е зависимостта за времето на полупревръщане 
1 2
t  който представлява 

времето за което изходната концентрация на участващите в процеса млечни белтъци 

намалява наполовина: 

1 2

1

ln 2
t

k
        

От тази зависимост следва, че при кинетични реакции от първи порядък каквато е 

ензимната коагулация на мляко, параметърът 
1 2
t  не зависи от изходната концентрация на 

участващите в реакцията белтъци, а само от константата на скоростта 
1

k . Константата на 

скоростта характеризира също така средната продължителност на живот на участващите в 

реакцията белтъчни молекули, тъй като по време на процеса на протичане на химичната 

реакция едни молекули реагират практически веднага, а някои от тях остават в 

първоначалното си не агрегирало състояние до края на процеса. Средната продължителност 

на живот на белтъчните молекули θ при всички реакции от първи порядък е равна на 

реципрочната стойност на константата на скоростта 
1

k , или: 

1

l

k
         

В Таблица 9 на дисертационният труд са представени стойностите на времето на 

полупревръщане 
1 2
t  и средната продължителност на живот на белтъчните молекули θ в 

зависимост от константата на скоростта 
1

k  за целия изследван спектрален диапазон. 

Получените резултати са показателни за това, че в млечно-протеиновата дисперсна среда на 

НСПМ, в която съдържанието на общ белтък (3,15%) и казеин (2,31%) е най-малко за разлика 

от НОПМ, където съдържанието на общ белтък (3,33%) и казеин (2,44%) и СВОМ, където 

съдържанието на общ белтък (3,67%) и казеин (2,58%) е по-голямо, времето на 

полупревръщане 
1 2
t  на млечния белтък наполовина е най-кратко. То зависи от дължината на 

вълната на светлинния източник, като кванти с по-голяма дължина на вълната по-дълго 

време взаимодействат с белтъчните молекули. Същата тенденция се наблюдава и при 
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показателя средна продължителност на живот на белтъчните молекули θ, който също зависи 

от дължината на вълната на светлинния източник. 

3.4.  Представяне на предсказващ модел за установяване на конформационни 

изменения в белтъци по време на ензимна коагулация 

Направен е сравнителен анализ на резултатите от изследването и начинът за неговото 

валидиране. На база на направения анализ на корелационните коефициенти R, 

коефициентите на детерминация R
2
, корен квадратен от средната квадратична грешка 

(RMSE), стандартна грешка, сумата от квадратите на остатъците (RSS) и показателят 

(Significance), получени при проверка на корелацията между реално измерените и 

предсказани стойности на привидното поглъщане D по време на ензимна коагулация, са 

дефинирани най-информативните дължини на вълните, които възможно най-точно биха 

описали процесите протичащи в млечно-протеиновите дисперсни среди и настъпващите 

структурни промени в тях по време на ензимна коагулация. 

3.4.1.  Избор на най-информативна дължина на вълната 

Избраният оптичен диапазон от 350 nm до 1050 nm има за цел да изследва влиянието 

на различни монохроматични светлинни източници, различаващи се по дължината на 

вълната с интервал от 100 nm, върху изменението на D, скоростта на кинетичната реакция, 

началната скорост и количеството агрегирал белтък, през различните етапи на ензимна 

коагулация. В настоящото изследване по-специално внимание е обърнато на видимия 

диапазон, където монохроматичните светлинни източници и детекторите са значително по-

евтини и достъпни. За разлика от анализа в ИЧ диапазон, видимата и близката ИЧ области са по-

слабо чувствителни към компоненти различни от млечните белтъци, което дава несъмнено 

предимство при тяхното изследване.  

От направените изследвания на спектрите на поглъщане на НОПМ, СВОМ и НСПМ 

представени съответно на Фиг.(*3.2), (*3.3) и (*3.4) в дисертационния труд отчитайки 

условието в изследвания вълнов диапазон да няма значително поглъщане както за 

дисперсната среда, така и за средата в която се намират протеиновите частици (вода, серум) 

се вижда, че в диапазона от 550 nm до 750 nm за целият период на коагулация изменението 

на оптичната плътност (D) е както следва: 

За НОПМ – от 0.067 до 0.0147 ; За СВОМ – от 0.417 до 0.519; За НСПМ – от 0.098 до 0.125. 

По данните от измерването на спектрите на поглъщане на изследваните млечни 

образци, както и от направеният регресионен анализ във вълновият диапазон от 550 nm до 

750 nm се наблюдава незначителна разлика в поглъщането както между отделните времеви 

интервали на протичане на ензимната коагулация, така и между началото и края на 

кинетичната реакция. 

За да бъде потвърдена или отхвърлена идеята за избор на най-оптимална дължина на 

вълната на светлинното излъчване, апроксимацията на експерименталните резултати от 

измерената оптична плътност и нейното изменение през различните етапи на протичане на 

процеса за различните млечни образци е извършена с помоща на различни функции по 
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метода на най-малките квадрати. Най-голяма точност е получена при използването на 

апроксимационна функция от вида -   l i m 1
1 e x p ( )y D k t C    , където t е времето на 

протичане на кинетичната реакция. 

Използван е метод частична регресия на най-малките квадрати. Точността на 

полученият модел е проверена посредством коефициентите на регресия R и на детерминация 

R
2
 и грешките - RSS (сума от квадратите на остатъците), RMSE (корен квадратен от 

средноквадратична грешка), стандартна грешка и параметъра (Significant).  

Изчислените минимални стойностиза грешките и максимални за R и  R
2 

са получени с 

помощта на избраното регресионно уравнение в избрания доверителен интервал от 95% и 

грешка α = 0,05. Направеният линеен регресионен анализ показа, че силата на връзката 

между измереното и предсказано привидно поглъщане при НОПМ с концентрация на ензима 

32,5 μl+20 μl CaCl2 е много силна. Показател за това е коефициента на корелация R = 0.9992. 

Това означава, че и най-малките промени в параметрите на D проявени чрез построената 

кинетична крива са резултат от настъпили изменения в структурата на млечните протеини. 

Таблица 10 от дисертационният труд показва, че използването на монохроматични 

източници с дължина на вълната λ = 650 nm дава най-високи стойности за коефициент на 

детерминация R
2
=0,9983 при прогнозиране на структурните изменения на диспергирания в 

средата млечен белтък, като нивата на грешките за тази дължина на вълната са минимални: 

Standart Error = 0.0037, RMSE = 0.0038, RSS = 0.0003 и нивото на значимост (Significance = 

4.6*10
-32

). 

Коефициентът на детерминация R
2
 е показател, че почти цялата енергия на 

монохроматичният източник (99, 8 %) се използва за регистриране на всички протичащи по 

време на кинетичната реакция структурни промени, а показателят Significance показва много 

малка вероятност, че процесът може да протече по различен от направеният чрез прогнозата 

начин и структурните изменения да настъпят във времеви интервали различни от 

предсказаните. От това следва изводът, че всяка промяна в D на светлината както и скоростта 

с която протича кинетичната реакция показва кога, с какъв интензитет и колко бързо 

настъпват протичащите в млечно-протеиновата среда структурни промени по време на 

ензимна коагулация. 

Установено  е, че  с  намаляване  концентрацията  на  коагулиращия  ензим  от  32,5 

μl+20 μl CaCl2 до 19,5 μl+20 μl CaCl2, точността на измерването на привидното поглъщане D 

се измества към близкият ИЧ диапазон към дължинa на вълната λ ~750  850 nm.  

Следователно, основавайки се на резултатите обобщени в Таблица 10 може да се каже, 

че изследването на структурни изменения в млечните белтъци на НОПМ, с най-ниско 

съдържание на млечна мазнина 0,2 % е най-добре да се извършва с монохроматични 

светлинни източници излъчващи във видимия диапазон. Вероятността да настъпят случайни 

флуктуации в промяната на структурата на млечния гел по време на ензимна коагулация, 

изразяващи се в промяна на интензитета на разсейване на светлината върху кинетичните 

криви е много малка и е от порядъка  1,69.10
-17

 при използване на коагулиращ ензим с 

концентрация 19,5 μl + 20μl CaCl2 до 4,58.10
-32

 при използване на коагулиращ ензим с 

концентрация 32,5 μl + 20μl CaCl
2
.  
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На Фиг. 8(*4.8) е  показана високата степен на корелация между кинетичните криви на 

измереното и предсказано привидно поглъщане (D=f(t)) при най-информативната дължина на 

вълната λ=650 nm за НОПМ. 

 

Фиг. 8(*4.8). Измерени и предсказани стойности на привидното поглъщане (D) при най-

информативната дължина на вълната λ=650 nm за НОПМ 

Аналогично алгориритъмът на предсказващият модел е приложен за СВОМ и за 

НСПМ. Резултатите от направеният регресионен анализ за СВОМ и НСПМ са представени в 

Таблица 11 и Таблица 12 на дисертационният труд. Аналитичните модели с измерените и 

прогнозни стойности на привидното поглъщане за СВОМ и НСПМ експериментални образци 

са представени на Фиг. 9(*4.10) и Фиг. 10(*4.12). Моделите са построени съответно за най-

информативните дължини на вълните.  

Както се вижда от Таблица 11, коефициентът на детерминация R
2
  приема много 

близки стойности за дължини на вълните на светлинния източник в диапазона от 650 nm до 

1050 nm. Нивото на значимост (Significance) при така избрания вълнов диапазон (650 – 1050 

nm) е от порядъка на 10
-14

 за всяка една дължина на вълната от диапазона, което ни дава 

основание да предположим, че използването на всяка една дължина на вълната от избрания 

вълнов диапазон би довело до разлика в прогнозата в размер на 0,06 % въз основа на 

изчислените коефициенти R
2
 и до разлика в прогнозата в размер на 0,7 % на база направените 

изчисления за RMSE, което е много по-малко за избраният доверителен интервал от 95 % и 

грешка α = 0,05 (5 %).  
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Фиг. 9(*4.10). Измерени и прогнозни стойности на привидното поглъщане (D) при най-

информативната дължина на вълната λ= 650 nm за СВОМ 

При СВОМ, където общото съдържание на разтворен белтък е най-високо (3,67 %) 

най-информативни се оказаха светлинни източници с дължини на вълната във видимия VIS 

от 650 nm до 750 nm и в близкият ИЧ спектрален диапазон от 850 до 1050 nm. 

При тези изследвани образци, вероятността да настъпят случайни флуктуации в 

промяната на структурата на млечния гел по време на ензимна коагулация, изразяващи се в 

промяна на интензитета на разсейване на светлината върху кинетичните криви също е много 

малка и е от порядъка на 10
-14

. 

При НСПМ, където количеството на разтворен общ белтък (3,15 %) и казеин (2,31 %) 

са най-ниски, диапазона с дължини на вълните на монохроматичният източник значително се 

стеснява и обхваща източници с дължини на вълните от ~550 nm до ~750 nm. Направеният 

регресионен анализ показа, че по-голямо предпочитание се отдава на източници с λ = 550 nm, 

където силата на връзката между факторните променливи (интензитет на разсейване и ниво 

на структурни промени) е най-силна (R = 0,8347). Коефициентът на детерминация R
2 

= 0,6968 

е най-нисък в сравнение с останалите изследвани образци. Направените изчисления за 

грешките показват стойности по-малки от грешката α = 0,05 (5 %) за избраният доверителен 

интервал от 95 % (Таблица 12). Избраният регресионен модел е адекватен при установеното 

ниво на значимост (Significance = 2,1*10
-7

). 

Изчислените грешки показаха, че получените резултати за привидното поглъщане на 

светлината, са статистически значими (Significance) в избраният доверителен интервал от 95 

% и грешка α = 0,05. Показателят „Значимост” от Табл. 12  показва каква е вероятността, че 

случайна величина със същото разпределение при изпълнение на нулевата хипотеза, ще се 

различава от фактически измерената при експеримента.  
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Въпреки, че в НСПМ, процентът разтворен общ белтък и казеин е най-нисък – 3,15 % 

за общ белтък и 2,31 % за казеин,  вероятността от появата на отклонения в получените 

резултати на интензитета на разсейване при анализа на структурните изменения на белтъците 

по време на кинетичната реакция е най-голяма: от 0,005 при използване на коагулиращ ензим 

с концентрация 19,5 μl + 20μl CaCl2 до 2,13.10
-7

 при използване на коагулиращ ензим с 

концентрация 32,5 μl + 20μl CaCl2. 

Можем да приемем, че приложеният линеен регресионен модел е адекватен за всички 

изследвани образци и съответните факторни променливи, а получените резултати са 

статистически  значими в избраният доверителен интервал от 95 % и грешка α = 0,05.  

Основание за това ни дава равнището на значимост на F – критерия, означено като 

Significance F, чийто стойности са по – малки от грешката α = 0.05.  

 

Фиг. 10(*4.12). Измерени и прогнозни стойности на привидното поглъщане (D) при най-

информативната дължина на вълната λ=550 nm за НСПМ 

Както се вижда от Фиг. 10(*4.12), 9(*4.10) и 8(*4.8), съществува удовлетворителна 

корелация между измерените и прогнозни стойности на привидното поглъщане по време на 

ензимна коагулация. Тези резултати могат да се разглеждат като потвърждение на идеята за 

съществуване на пропорционалност между мътността на разтвора и количеството агрегирал 

млечен белтък. 

3.5. Химична и термо- денатурация на млечни белтъци   

3.5.1. Термо- денатурация  

Топлинната денатурация на глобуларните белтъци обикновено протича в два етапа, 

като през първият се извършва както обратима, така и необратима денатурация. През вторият 

етап агрегират само необратимо денатуриралите белтъчни молекули.  
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Изследването на структурните изменения на млечните белтъци през първият етап от 

денатурацията е извършено по два метода – оптичен и термокалориметричен. Първият – по 

метода на турбидиметрията с помощта на ВОИУ Фиг. 2(*3.13а) и вторият – чрез ДСК с 

калориметър DSC 204 F1 Phoenix NETZSCH Geratebau GmbH (Germany). Обект на 

изследването при турбидиметричният метод е НОПМ.  Проведени са измервания на ДСК на 

НОПМ, СВОМ и НСПМ. 

Усредненият резултат на спектъра на поглъщане през целия период на протичане на 

процеса при увеличаване на температурата през интервали от 5 (пет) ºС, отразяват 

зависимостта на светлинният поток регистриран от фотодатчика, с дължина на вълната λ от 

200 до 1100 nm, който преминава през тънък слой от 200 μm на изследвания образец, от 

температурата на дисперсната среда в работната кювета на прибора. Изследването е 

проведено в темпертурен интервал 0т 25ºС до 81ºС. Измерванията на структурните 

изменения на млечните белтъци с помощта на ДСК са проведени при скорост на загряване 

0,25º/min. в температурен диапазон от 0ºС до 250ºС.  

На 11(*Фиг.4.13 а и б) е представена зависимостта на оптичната плътност D и рН от 

температурата на загряване на образеца ТºС и калориметричният ДСК профил на НОПМ.  

 

Фиг. 11(*4.13). Зависимост на оптичната плътност D и рН от температурата (а); 

Калориметричeн ДСК профил на натурално обезмаслено прясно мляко( НОПМ) (б)  

Върху калориметричният профил на изследваните млечни образци (НОПМ и СВОМ) 

се наблюдават основно четири максимума, а при НСПМ - пет. Първият максимум 

съответства на т.н. Transition temperature Ttr, или температурата при която се осъществява 

преход в структурата на белтъчната молекула „глобула – кълбо”. Първият ниско 

температурен  фазов  преход  се  дължи  на  конформацията  на  серумните  белтъци α –
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лакталбумин и β-лактоглобулин, които по литературни данни денатурират при температура в 

диапазона 6278ºС. За НОПМ (Фиг. 11(*4.13 б) температурният интервал, през който се 

осъществява този структурен преход е от 29,7ºС до 67,9ºС с максимум при 60,9ºС, за НСПМ 

структурният преход е от 43,5ºС до 77,6ºС с максимум при 69,8ºС, а за СВОМ – структурният 

преход се извършва от 22,08ºС до 74,6ºС с максимум при 64,08ºС. Последният максимум от 

фигурата отговаря на температурата, при която настъпва пълна денатурация и  разрушаване 

на структурата на белтъка. 

В Табл. 13 от дисертационният труд са представени термодинамичните параметри на 

ДСК профилите на изследваните млечни образци, където Тm1  Тm5  са температурите на 

калориметричните преходи; Hcal1 Hcal5 – енталпия на прехода; Cp1 Cp5 – специфичен 

топлинен капацитет на прехода. Номерът след символа на термодинамичният параметър 

показва номера на термодинамичният преход върху ДСК – термограмите. 

От резултатите посочени в Табл. 13 се вижда, че при НОПМ най-висок е топлинния 

капацитет на четвъртия преход Cp4 = 1,986 [mW/mg], което означава, че термодинамичната 

система на НОПМ ще погълне най-много енергия от околната среда за да може белтъчната 

молекула да се разгъне и да осъществи структурна конформация. Третият преход е 

кооперативен и непосредствено предхожда четвъртият при, който се поглъща най-много 

енергия. Той, най-вероятно е свързан с дестабилизацията на остатъчни структури β–

лактоглобулин. Високият специфичен капацитет Cp на денатуриралия белтък при прехода е 

следствие на увеличената контактна повърхност между хидрофобните групи и водата при 

частично или пълно разгъване на структурата на белтъчната молекула.  

Най-много енергия поглъща системата за разгъване на белтъчната глобула и 

осъществяване на денатурация на казеина. Най-малко енергия от околната среда поглъща 

системата при денатурацията на серумните белтъци, които са най-термо лабилната част от 

дисперсна среда на млякото. Това са първи Cp1 = 0.129 [mW/mg] и втори Cp2 = 0.042 [mW/mg] 

ендотермичен преход. 

Аналогично, от ДСК-термограмите са получени термодинамичните параметри на 

останалите два изследвани млечни образеца СВОМ и НСПМ.  

От направеният корелационен анализ на зависимостите на оптичната плътност от 

температурата при използваните дължини на вълните в диапазона от 450 nm до 1050 nm в 

температурния интервал от 63ºС до 78ºС, коефициентът на корелация R приема стойности от 

0,9983 до 0,9999. Най-силна е връзката между спектралните криви за λ между 650 nm и 850 

nm, като е установена най-висока  корелация при λ = 800 nm. Така направеният корелационен 

анализ дава основание да се твърди, че всеки монохроматичен светлинен източник с дължина 

на вълната между 650 nm и 850 nm с достатъчно висока достоверност на резултатите може да 

се използва за изследване на процеса на термо денатурация на серумни белтъци при НОПМ.  

На Фиг. 12(*4.14) са представени спектралният (1) и калориметричният (2) ДСК 

профил на НОПМ.  
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Фиг. 12(*4.14).Спектрален (1) и калориметричeн (2) ДСК профил на натурално обезмаслено 

прясно мляко (НОПМ)   

 

След направеният анализ на пиковете на спектралния и калориметричния профили с 

помощта на програмен продукт OriginePro 8.5,  върху калориметричният ДСК профил (2) на 

Фиг. 12(*4.14) бяха установени 5 (пет) ендотермични пика в температурния интервал от 60ºС 

до 80ºС, в който обикновено денатурират серумните белтъци и се формират комплекси 

между к-казеина и денатуриралите серумни белтъци. Стойностите на специфичния топлинен 

капацитет Cp за отделните ендотермични пикове са следните: Cp1=0,9813 [mW/mg] при 

Тº=64ºС; Cp2=0,9757 [mW/mg] при Тº=67ºС; Cp3=0,9698 [mW/mg] при Тº=71ºС; Cp4=0,9720 

[mW/mg] при Тº=74ºС; Cp5=0,9754 [mW/mg] при Тº=77ºС.  

Анализът на зависимостта на оптичната плътност D от температурата на загряване по 

време на кинетичния процес установи наличието на 4 (четири) характерни максимума на 

поглъщане на светлина напълно съвпадащи по местоположение върху температурната скала 

с максимумите на Cp за всеки регистриран ендотермичен пик.  

3.5.2. Химична денатурация на белтъци 

За изследване на химична денатурация е използвано НОПМ с обем 65 ml и 

температура 25ºС, с добавен денатурант урея с концентрация 2М, 4М и 8М в съотношение 

3:1. Количеството на денатуранта е избрано експериментално.  

На Фигура 13(*4.15) са представени спектрите на поглъщане (б) и спектрите на 

пропускане (в) на НОПМ с добавен денатуриращ агент Урея с концентрация 8М, както и 

кинетичните криви на денатурация (а) при облъчване с дължина на вълната λ = 650 nm на 

изследваните образци НОПМ с концентрация на урея съответно 8М, 4М и 2М. От графиката 

се вижда добре, че в диапазона от 550 nm до 900 nm за целият период на протичане на 

процеса химична денатурация, изменението на оптичната плътност D е незначителна: 

 За НОПМ с 8М Урея – от 0.753389 до 0.727561  разлика -  0,025828; 

 За НОПМ с 4М Урея – от 0.530228 до 0.528497 разлика - 0,001731; 

 За НОПМ с 2М Урея – от 0.382579 до 0.314791  разлика – 0,067788. 
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Анализът на кинетиката на агрегацията на НОПМ в присъствието на 8 М урея 

(рН6.666.56, T=25°С) показа, че при сравнително ниски концентрации на общ белтък 

завършващата фаза на агрегация, проследена по увеличаването на абсорбцията при 650 nm, 

следва кинетиката на реакция от първи порядък. Както се вижда от Фиг.13(*3.34 а), 

кинетичните агрегационни криви на химичната денатурация на НОПМ, при съдържание на 

общ белтък от 3.33 % и концентрация на урея (2М, 4М и 8М) удовлетворително се описват 

чрез уравнение 1*(1 exp( * ))y A k t B    . Описанието на кинетичните криви, дава следните 

стойности на кинетичните параметри, които са представени в Табл. 14 от дисертационния 

труд.  

При концентрация на денатуранта 8М - Dlim =0,7823 ± 0,0009, k1 = 0,1747 ± 0,0098 

(min
-1

) и t1/2 = 4,0 ± 0,1 (min), θ = 5.7 (min). 

 
Фиг. 13(*4.15). Кинетика на агрегация  на НОПМ (λ=650 nm) под действието на Урея с 

концентрация 8М, 4М и 2М (а); спектър на поглъщане (б) и спектър на пропускане (в)  

При химична денатурация на белтъци се променят оптичните свойства, което е 

свързано с разрушаването на α–спиралите. По разликата в оптичните свойства, които 

проявяват белтъците  преди и след денатурация може да се определи степента на разрушаване 

на α – спиралите.  

За определяне на дължините на вълните на облъчващият монохроматичен светлинен 

източник, определени като най-информативни при изследване на химична денатурация е 

използван метод частична регресия на най-малките квадрати. Точността на използваният 

модел е проверена посредством изчисляване на корелационните коефициенти R и R
2
 и 

грешките - RSS, RMSE и стандартна грешка.  

Направеният линеен регресионен анализ показа, че силата на връзката между 

измереното и предсказано привидно поглъщане в НОПМ по време на химична денатурация 

предизвикани от урея с концентрация 8М е най-силна. Показателно за това са стойностите на 

коефициентите R = 0.999 и R
2
=0.998  при λ = 650 nm. Това означава, че и най-малките 

промени в интензитета на разсейване на светлината проявени върху кинетичната крива (Фиг. 
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13(*4.15)) са резултат от настъпили изменения в структурата на участващите в процеса 

протеинови частици. 

Аналогично бяха изчислени коефициентите R, R
2 

, 
 
 както и грешките - RSS, RMSE и 

стандартна грешка за останалите две концентрации на денатуриращия агент. Изчислените 

грешки показаха, че получените резултати за D на светлината са статистически значими 

(Significance) в избраният доверителен интервал от 95 % и грешка α = 0,05 (Фиг. 14(*4.16)). 

На Фиг. 14(*4.16) е представена промяната на оптичната плътност D по време на 

кинетичния процес от момента на внасяне на денатуранта през интервали от 5 минути във 

вид на хистограми. Стойностите на оптичната плътност са съпоставени с оптичната плътност 

на контролният образец преди добавяне на денатуранта с концентрация 8М, 4М и 2М. За 

оценка на сходимостта на резултатите от измерването за всеки отделен млечен образец бяха 

извършени по 5 (пет) измервания спектъра, като при анализа на спектрите е взета средно 

аритметичната стойност от петте измервания. Анализът на получените резултати показа, че 

концентрацията 8М урея предизвиква най-забележимо повишаване на оптичната плътност D в 

изследвания времеви диапазон от 0 до 35 минути. Стойността на  D за контролният образец (НОПМ 

без урея) варира от 0,429 до 0,431. След инокулацията на денатуриращ агент с концентрация 8М, 

оптичната плътност нараства до 0,784 в края на кинетичната реакция. При концентрация на урея 4М 

оптичната плътност достига стойност от 0,583, а при концентрация 2М тя е най-ниска 0,340 (отн. ед.).  

 
Фиг. 14(*4.16). Зависимост на оптичната плътност D от концентрацията на 

денатуриращия агент (урея 8М, 4М и 2М) при химична денатурация 

Нарастването на привидното поглъщане D в разтвора се дължи на нарастването на 

броя на вече обособилите се ядра на белтъчните агрегати по време на фазата на нуклеация и 

присъединили се към тях разгънати белтъчни вериги. Успоредно на основния процес на 

агрегация може да протича значително по-бавна асоциация на ядрата на агрегатите. 

Преминаването на кинетичната крива на относително линеен участък в по-късните времеви 
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интервали на кинетичната реакция означава, че се осъществява слепване на ядрата на 

белтъчните агрегати в по-големи агломерати. На Фиг. 15(*4.17) са показани първите 
dD

dt

производни на спектъра на поглъщане във времевия интервал от 0 до 35 минута.  

При анализа на спектрите на поглъщане е за предпочитане използването на първа 

производна като по-информативна за разлика от втората, която по-често се използва при 

изследване на флуоресценция.  

От направените графични зависимости на първата производна 
dD

dt
на привидното 

поглъщане от времето Фиг. 15(*4.17) може да се направи извода, че през първият и особено 

през вторият етап от ензимната реакция (етапа на разгъване на белтъчната молекула), 

скоростта на протичането ѝ е най-висока и значително намалява през етапа на формирането 

на белтъчните ядра около които се оформят агрегатите. 

 
Фиг. 15(*4.17). Първа (dD/dt) производна на кинетичните криви на химическа  

денатурация на НОПМ с концентрация на Урея 8М, 4М и 4М 

При концентрация на денатуриращият агент (8М), скоростта на кинетичната реакция 

през първите 10 мин. е най-висока и съответства на процеса на разгъване на белтъчните 

молекули. През следващите 10 минути се наблюдава тенденция към плавно намаляване на 

скоростта и достигане на своя минимум на 20-та минута. С това процеса на разгъване на 
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молекулите може да се смята за приключил и отстъпва място на процеса на нуклеация и 

формиране на белтъчните ядра около, които бавно започват да се формират нови белтъчни 

агрегати. Високата концентрация на денатуранта отслабва взаимодействията между 

белтъчните молекули, което води до повишаване на разтворимостта на протеините 

проявяващо се в много слабо повишаване на скоростта на кинетичната реакция свързано най-

вероятно с бавно протичащите агрегативни процеси през оставащото време от експеримента. 

Същата тенденция се наблюдава при концентрация 4М с тази разлика, че 

продължителността на етапа на разгъване на белтъчните молекули намалява и минималните 

стойности на първите производни се изместват вляво и се забелязва съкращаване на времето 

за формиране на белтъчните ядра. Малко преди приключване на процеса около 3132 минута 

се наблюдава много рязка промяна на скоростта на реакцията, което вероятно се дължи на 

фазов преход свързан с агрегацията на разкъсаните връзки, резултат от действието на уреята 

върху белтъчната молекула.  

Както бе споменато по-рано, при ниски концентрации на денатуриращия агент от 2М 

се наблюдават слаби структурни промени, което много ясно се вижда от графиката на Фиг. 

15(*4.17), където през първите 10 минути се наблюдава увеличаване на скоростта на 

реакцията, където слабо концентрираният денатурант прави неуспешни опити да преодолее 

силните електростатични и Ван дер Ваалсови взаимодействия вътре в белтъчната молекула. 

Както се вижда, с това приключват неговите възможности, защото от този момент нататък не 

се наблюдават почти никакви промени в скоростта на кинетичната реакция, което е 

показателно за липсата на агрегативна активност, както и отсъствието на фазови преходи. 

Най-правдоподобното обяснение на това наблюдение е, че агрегацията може да бъде 

ограничена или поради спадане на скоростта на протичане на ензимната реакция, или от 

факта, че в системата е настъпило равновесие. 

3.6.  Раманова спектроскопия при изследване на структурни изменения на 

млечни белтъци 

Изследван е алкален разтвор на пречистен казеин, разтворен в NaOH в съотношение 

33,3 mg казеин на 1 ml NaOH, сух пречистен казеин на прах, сухо обезмаслено мляко и 

аминокиселини (L-Tryptophan, L-Tyrosine и D-Phenylalanine). Количеството на използваните 

сухи образци от пречистен казеин и аминокиселини L-Tryptophan, L-Tyrosine и D-

Phenylalanine е от 5 до 10 mg. 

Изследвана е термо- денатурация на серумни белтъци на НОПМ в диапазона от 20ºС 

до 85ºС. Построени са рамановите абсорбционни спектри на триптофан, тирозин и 

фенилаланин, които изпълняват ролята на маркери при изследване на вторичната структура 

на млечни белтъци в НОПМ при термична денатурация и при химична денатурация на 

казеин. В ролята на денатуриращ агент е използвана урея с концентрация 2М, 4М и 8М.  

На Фиг. 16(*4.18) са представени рамановите спектри на НОПМ в изследвания 

честотен диапазон от 500 cm
-1

 до 3500 cm
-1

 преди (при 20ºС) и след загряване (при 80ºС) в 

продължение на 60 min. На графиката са показани и спектрите на АК- Tyr, Try, Phe. Силният 

интензитет на поглъщане във ВЧ диапазон от 3100 до 3484 cm
-1

 съответства на валентните 
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вибрации на Н2О молекули. Спектралните линии в диапазона от 700 до 1350 cm
-1

 , т.н. 

«област на пръстовите отпечатъци», изпълняват ролята на индивидуална характеристика на 

всяко вещество.  

 
Фиг.16(*4.18) Раманов спектър на НОПМ прeди и след загряване до 80ºС в продължение на 

60 мин.; Спектри на поглъщане на Tyr, Try, Phe.  

Най-интензивните линии съответстват на валентните бибрации на С-Н (28722932 cm
-

1
), N-H (3323 cm

-1
), O-H (3100-3484 cm

-1
) връзки. Много добре се проявяват НЧ и ВЧ линии 

на спектралната полоса Амид I (1630-1690 cm
-1

), където се наблюдават валентните вибрации 

на С-О връзките на α-спирални (1630-1655 cm
-1

), β-листови (1660-1690 cm
-1

) и не подредени 

(1660-1670 cm
-1

) структури. Деформационните вибрации на пептидната група се проявяват в 

спектралната полоса Амид III (1220-1280 cm
-1

), където вибрират α-спирални (1235-1265 cm
-1

), 

β-листови (1225-1245 cm
-1

) и не подредени (1240-1260 cm
-1

) структури.. Деформационните N-

H и валентните C-N връзки на пептидната група на Амид II (1520-1580 cm
-1

) се проявяват по 

интензитет. 

Областта Амид I (1630-1680 cm
-1

), където се проявяват вибрации на главната 

полипептидна верига най-често се използва за изследване на вторичната структура на 

белтъците. При повишаване на температурата до 80ºС и протичащият в резултат на това 

процес термо-денатурация, се наблюдава хипсохромно изместване на честотата на 

централната спектрална линия на Амид I от 1659 до 1635 cm
-1

, дължащо се на 

деформационните вибрации на свободната вода в белтъчната молекула (Фиг. 16(*4.18). При 

стайна температура (20ºС), в спектъра на НОПМ освен централният честотен пик (1659 cm
-1

) 

се наблюдава и по-нискоинтензивно НЧ рамо (1595 cm
-1

), което при термо-денатурация 

преминава в самостоятелна високоинтензивна хипсохромно изместена спектрална линия с 

честота (1592 cm
-1

), което е сигурен признак за промяна в структурата на белтъка. 
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Валентните вибрации на нитрилната групa C N са разположени в областта 2240-

2260 cm
-1

, там където обикновено няма други линии. Валентните вибрации с повишен 

интензитет на C N групата на честота 2246,8 cm
-1

 съответства на промяната на полярността 

на разтворителя при термо-денатурация, затова тя е достатъчно характеристична. 

Областта Амид II (1520-1580 cm
-1

) е слабо чувствителна към конформациите на 

вторичната структура и не се използва за анализ на структурните изменения на белтъци.  

Измененията, които настъпват в интензитета и местоположението на честотните 

линии на α-спиралите и β-листовете в полосите Амид I и Амид III на белтъчните структури 

на НОПМ при промяна на температурата  от 20ºС до 80ºС са илюстрирани на Фиг. 17(А-Г). 

 
Фиг. 17. Раманов абсорбционен спектър на α-спиралните и β-листовите структури в 

полосите Амид I и Амид III при термична денатурация с визуализация на измененията на 

спектралните полоси Амид I, Амид III до и след загряване до 80ºС -  60 мин. 

 

На първата фигура, на която е представен РС на НОПМ  в диапазона (1630-1655 cm
-1

), 

където се намират α-спиралите след загряване в продължение на 60 min. се наблюдават два 

максимума на честота 1634,52 cm
-1

 и на 1647,06 cm
-1

, което е показателно, че в дисперсната 

среда на млякото са денатурирали два вида серумни белтъци. Аналогичен е реазултатът и 

при β-листовите структури, където не се наблюдава изместване на честотните, но се 

наблюдава съществено повишаване на интензитета на поглъщане. И при  α-спиралните и β-

листовите структури се проявяват т.н. изобестични точки – т.е. точки върху спектъра на 

поглъщане, където двата белтъка имат еднакви или приблизително еднакви моларни 
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коефициенти на поглъщане. Увеличаването на интензитета на поглъщане при термо-

денатурация е признак за настъпила конформация в структурата на белтъка, т.к. 

количеството α-спиралите и β-листовете на белтъка намиращ се в нативно (20ºС) състояние 

са значително по-малко от тяхното количество след загряване при (80 ºС) в продължение на 

60 минути. Резултатите от РС много добре се съгласуват с резултатите от ДСК и оптичният 

метод за изследване на термо-денатурация на серумни белтъци.  

 В диапазонa Амид III (1230-1280 cm
-1

), спектралните линии са в резултат на 

вибрацийте на  N-H връзките и деформационните вибрации на разтягане на C-N връзките, 

които са особено чувствителни към конформационните изменения на вторичната структура. 

Удобен начин да се установят настъпили конформационни изменения на белтъците е 

чрез изследване на измененията на спектрите на поглъщане при тирозиновия (Tyr) дублет в 

спектрална полоса 830,3/850,6 cm
-
1 (Фиг. 18).  

 
Фиг. 18. Установяване на структурни изменения на белтъците по изменението на 

спектрите на поглъщане на Tyr дублет - 830,3/850,6 cm
-
1 

 Намаляването на отношението на интензитета на поглъщане при тирозиновия дублет 

(Фиг. 18) преди загряване - 
1

1

1
2

20

830.3

20

850.6

0.00376
1.573

0.00239

C

cm

C

cm

I

I

















   и след загряване  до 80ºС в 

продължение на 60 минути - 
1

1

1
2

80

830.3

80

850.6

0.00266
0,896

0.00297

C

cm

C

cm

I

I

















  отразява отслабването на 

водородните връзки образувани от аминикиселинните остатъци на тирозина със съседните 

атомни групи. Това е сигурен признак за  протичащи структурни изменения в млечно-

протеиновата среда на НОПМ по време на термо-денатурация. 

Проведена е химична- денатурация на алкален разтвор на пречистен казеин, получен 

чрез разтваряне на 33,3 mg казеин на прах в 1 ml HCl с денатуриращ агент Урея с 
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концентрация 8М, 4М и 2М. Резултатите от направеното изследване са представени на Фиг. 

19(*4.21).  

 
Фиг. 19(*4.21). Абсорбционен Раманов спектър на разтворен пречистен казеин при химична 

денатурация 

 

Резултатите от експеримента показват намаляване на интензитета на пиковете в 

рамановите спектри, отнасящи се към дисулфидните връзки влизащи в състава на 

дисулфидните мостове, при внасяне на денатурант разкъсващ тези връзки. Известно е, че 

дисулфидните мостове са важни компоненти от структурата на белтъчната молекула. Те 

ограничават възможното конфигурационно пространство на протеина, което помага за 

стабилизирането на структурната конфигурация  на протеиновата молекула. Разкъсването на 

всички или на част от дисулфидните мостове води до разгъване на молекулата, т.е. до 

частична или пълна денатурация на протеина. 

Най-забележими промени се проявяват в интензитета на линията с пикове при честоти 

1003 cm
-1

, 1061 cm
-1

, при взаимодействието на казеина с Урея с концентрация 8М. 

Спектралните линии се наблюдават при действието и на трите концентрации на денатуранта. 

При пречистен казеин в нативно състояние видими изменения в спектъра не се наблюдават.  

При 8М концентрация на урея се проявява още една спектрална линия с ниско интензивен 

пик на честота 1159 cm
-1

, която не се проявява при по-ниските концентрации  4М и 2М.  

Начина по който вибрират химичните връзки в казеиновата молекула при по-ниските 

концентрации на Урея (4М и 2М) силно се различава от вибрациите при въздействие с Урея с 

концентрация 8М. Това може да се обясни с по-интензивното отслабване на водородни 

връзки между аминокиселинните остатъци на тирозина и намиращите се около нея атомни 

групи. С намаляване концентрацията на денатуриращият агент това отслабване постепенно 
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намалява и белтъчната молекула започва да проявява стремеж към стабилизиране на нейната 

структура. Потвърждение на това е увеличаването на отношението на интензитета на 

поглъщане преди и след внасяне на денатуриращия агент с концентрация 8М. 

3.7. Флуоресцентна спектроскопия на млечни протеини   

Флуоресциращите аминокиселинни остатъци на белтъка (Try, Tyr и Phe), изпълняват 

ролята на репортерни групи. Промените на физичните и химични свойства на обкръжението, 

в което се намира флуорофора при осъществена конформация, носи информация за 

локалните изменения, протичащи вътре в самата белтъчна молекула. Проява на това 

обикновено е свързано с изместването на спектъра на флуоресценция в дълговълновата 

област, предизвикваща увеличаване на поглъщателната способност на хромофорите [216].  

Изопотенциалните възбудно-емисионни матрици (ИВЕМ) на флуоресцентните 

спектри изпълняват ролята на своеобразни „пръстови отпечатъци” на изследвания обект и 

са особено полезни при извършване на бърз анализ на компонентния състав на млека и други 

белтъчни разтвори, както и при изследване на измененията в структурата на млечно-

протеиновата полидисперсна среда. 

На Фиг. 20(*4.22) са представени ИВЕМ на казеин, Try, Tyr и Phe, а на Фиг.21(*4.23) – 

ИВЕМ на разтворителите използвани при експеримента. 

 
Фиг. 20(*4.22). Изопотенциални възбудно-емисионни матрици на: (а) Казеин; (б)Триптофан; 

(в)Тирозин; (г)Фенилаланин 

В Таблица 15 на дисертационният труд са представени собствени резултати за 

дължините на вълните на възбуждане и флуоресценция чрез измерените ИВЕМ на млечните 

флуорофори и използваните разтворители. 
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Таблица 2(*15). Собствени резултати 

 Изследвани са спектрите на флуоресценция и е направено числено диференциране от 

втори порядък на данните от изменението на спектъра на флуоресценция  на НОПМ и 

СВОМ. Измерени са ИВЕМ на пречистен казеин, АК (L-Tryptophan, L-Tyrosine и D-Phenylalanine) 

Фиг. 20(*4.22) и на техните разтворители (дестилирана вода, 1М HCl и 1% р-р на NaOH) Фиг. 

21(*4.23). 

 
Фиг. 21(*4.23). ИВЕМ  на разтворителите използвани в експеримента: (а) дистилирана 

вода; (б) млечен серум; (в) HCl 1M; (г) NaOH 

 

Изчислени са флуоресцентните спектри и техните 2-ри производни  по метода на 

Savitzky–Golay с 20 изглаждащи точки, 3D топографските профили на флуоресцентните 

спектри, както и ИВЕМ на спектъра на флуоресценция.  

На Фиг.22(*4.24) е представена флуоресцентна изопотенциална карта на 

флуорофорите, съдържащи се обикновено в обезмаслени млека с ниско съдържание на 

млечна мазнина.  

 

Mлечни флуорофори и разтворители Възбуждаща λ [nm] Излъчваща  λ [nm] 

L-Tryptophan 

L-Tyrosine 

L-Phenylalanine 

Пречистен казеин 

Млечен серум  

Дестилирана вода 

HCl 1M 

NaOH 

     310 

     310 

     260, 270 

     330, 340 

     300, 320 

     270, 280 

     265, 275, 280 

     280, 290 

362 

385 

291, 297 

404, 420 

341, 415 

364, 362 

370, 357, 353 

393, 403 
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 На картата са представени 

областите на поглъщане и излъчване на 

основните хромофори за образец на 

мляко с 0.2% млечна мазнина.  

От направените ИВЕМ на 

НОПМ и млечен серум (Фиг. 3.45.), 

могат да се идентифицират няколко 

основни източника на флуоресценция. 

Основните АК в белтъците проявяващи 

флуоресцентни свойства са Try, Tyr и 

Phe. 

Фиг.22(*4.24). Изопотенциална карта 

на флуорофорите в обезмаслени млека 

 

 

 

3.7.1. Флуоресцентна спектроскопия  при термо-денатурация, промяна на рН на 

средата и ензимна хидролиза на млечните протеини 

На интензитета, местоположението и броя на максимумите както на спектъра на 

флуоресценция, така и на вторите производни на спектъра на флуоресценция на млечните 

белтъци и на техните компоненти, влияние оказват температурата, рН, вида и състава на 

разтворителя. 

Ароматните аминокиселини в свободно състояние съдържат свободни карбоксилни и 

аминогрупи и затова техните спектри на възбуждане се променят при промяна на рН на 

средата. При промяна на рН на разтвора, най-съществено се променя спектъра на възбуждане 

на тирозина. В неутрална среда (при ~ рН 7.0), спектърът на възбуждане на тирозина се 

измества в диапазона 300318 nm с максимум при 308 nm Фиг.20(*4.22). Спектърът на 

поглъщане на триптофан в неутрална среда (при използване на 0.5М HCl) се променя в 

диапазона 308316 nm с максимум на възбуждане при 310 nm (Фиг.21(*4.23 б), което е 

резултат на йонизацията на NH химичната група.  

При провеждането на измерванията на зависимостта на интензитета на флуоресценция 

от температурата на дисперсната среда, от рН и концентрацията на коагулиращия ензим, бе 

приложено възбуждане с дължина на вълната в диапазона от 260 nm до 500 nm със стъпка 10 

nm, а флуоресценцията се регистрира в диапазона от 280 nm до 600 nm.  

За изследване влиянието на различни концентрации коагулиращ ензим (химозин) 

върху степента на денатурация и последващата агрегация на млечните белтъци са използвани 

същите концентрации коагулиращ ензим, както при експериментите свързани с изучаване на 

ензимната коагулация на млечни белтъци. 
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Като доказателство за непълното разрушаване на третичната структура на млечният 

белтък е фактът, че интензитета на флуоресценция не е равен на нула дори при най-високите 

стойности на коагулиращия ензим. Това говори само за частично, но не напълно разрушаване 

на третичната структура, базирайки се на емпирично получените експериментални данни.   

Флуоресценцията на белтъците обикновено се възбужда при облъчване с дължина на 

вълната 280 nm, където те имат максимална абсорбция. Следователно, фенилаланин не се 

възбужда в повечето експериментални случаи. Абсорбцията на протеини при 280 nm се 

свързва главно с остатъци от тирозин и триптофан. При дължини на вълните, по-големи от 

295 nm основно поглъща триптофан. Следователно се приема, че неговата флуоресценция 

може да бъде селективно възбудена в диапазона 280 - 310 nm.  

Излъчването на тирозин във водна среда се извършва при 303 nm и е относително не 

чувствително към полярността на разтворителя. При ИВЕМ на разтворените аминокиселини 

и ИВЕМ на чистите (в твърдо състояние) аминокиселини, се наблюдава изместване на 

флуоресцентния спектър на излъчване (Фиг.23.(*4.25). 

 
Фиг.23(*4.25).  Изопотенциални възбудно-емисионни матрици на тирозин: в разтвор (а)33,3 

mg в 1 ml 1М HCl; (б) в сухо твърдо състояние на прах и на триптофан: в разтвор (в) 33,3 

mg в 1 ml 0,5М HCl;(г) в сухо твърдо състояние на прах 
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Промяната на интензитета на флуоресценция на дължина на вълната при, която се 

наблюдава максимум не е мярка за протекъл конформационен преход в структурата на 

белтъка, ако не е настъпила промяна във формата на спектъра, т.е. батохромно или 

хипсохромно изместване на емисиония максимум. 

Позицията на флуоресцентния максимум на триптофан може да варира при промяна 

на рН на средата. Когато има намеса на разтворителя, както в случая с използването на 

разтворен триптофан в 0.5М HCl, флуоресцентната лента се измества батохромно вдясно и 

регистрираме флуоресцентен максимум при 360380 nm при възбуждане с λ = 310 nm. Това 

особено добре се вижда от резултатите представени на Фиг.23(*4.25). 

1. Триптофанова флуоресценция при изследване на конформациони преходи на 

НОПМ под действието на коагулиращ ензим 

Както е известно, казеиновата молекула притежава грапава повърхност, върху която 

има множество цепнатини, джобове, сгъвки. Това създава предпоставки коагулиращият 

ензим първо да атакува не плътно опакованите участъци в протеиновата структура. 

Проникването на вода във вътрешността на молекулата води до флуоресцентно гасене. 

Тъй като именно триптофановите аминокиселинни остатъци са основната причина за 

възникване на собствената флуоресценция на белтъците, докато са разположени във 

вътрешността на протеиновата молекула, собствената флуоресценция на млечните белтъци 

ще бъде слаба. Когато върху протеиновата молекула се въздейства с по-високо концентриран 

коагулант и се предизвика разгъване на белтъчната структура, разположеният във 

вътрешността триптофан ще излезе на повърхността и ще предизвика увеличаване на 

флуоресценцията на белтъка. Именно този процес е илюстриран на Фиг.24(*4.26).  

 
Фиг.24(*4.26). Зависимост на интензитета на флуоресценция на НОПМ от 

концентрацията на коагулиращия ензим при дължина на вълната на възбуждане от 270 nm 

до 320 nm 
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От получените резултати, представени на Фиг.24(*4.26) ясно се вижда, че най-високи 

стойности на интензитета на флуоресценция се наблюдават при възбуждане с дължини на 

вълните от 320, 310 и 300 nm и в по-малка степен при възбуждане с дължини на вълните от 

290, 280 и 270 nm. От друга страна, промяната на интензитета на флуоресценция като 

функция от концентрацията на коагулиращия ензим има сложен нелинеен характер. В 

участъците с по-висока концентрация на ензима се отбелязва увеличаване на интензитета. 

Кривите показващи зависимостта на интензитета на флуоресценция от дължини на вълните 

на възбуждане 270 и 280 nm имат по-плавен характер.  

На Фиг.25(*4.27) са представени спектрите на флуоресценция и вторите производни 

на флуоресцентния спектър на НОПМ в нативно и в денатурирало състояние при различни 

концентрации на коагулиращия ензим при възбуждане с λ = 310 nm. 

  

Фиг.25(*4.27) Спектри на флуоресценция и втори производни на флуоресцентния спектър 

на НОПМ в нативно и в денатурирало състояние при ензимна коагулация  

Максималният интензитет на флуоресценция намалява в резултат на действието на 

коагулиращия ензим (Фиг.25(*4.27), което може да е резултат от намаляването на 

триптофановите остатъци в резултат на протеолизата. При гасенето, емисионният спектър 

при λ = 377 nm на нативния белтък (НОПМ) батохромно се измества в дълговълновата област 

при λ = 389 nm (Фиг.25(*4.27). 

Съгласно хипотезата за двете състояния, триптофановите остатъци намиращи се в 

контакт с водният разтворител се характеризират с положение на максимумите около 377 nm, 

a намиращите се вътре във водното обкръжение на разтворителя – при около 389392 nm 

[205]. В съответствие с тази класификация, на Фиг.25(*4.27) положението на  първият 

отрицателен максимум на втората производна на спектъра на флуоресценция може да се 

отнесе към ролята на триптофановите остатъци контактуващи с водното обкръжение, а 

третият отрицателен максимум, към повърхностно локализираните триптофанови остатъци, 

където е регистрирано батохромно изместване на дължината на вълната на флуоресцентното 



41 
 

излъчване от 377 nm на 392 nm, което е признак за осъществена структурна конформация на 

белтъците. 

На Фиг.26(*4.28) са представени топографските ИВЕМ и 3D профили на спектъра на 

флуоресценция на НОПМ в нативно състояние (А, Б), след внасяне на коагулиращ ензим 

(В,Г) и на коагуланта (Д, Е). 

 
Фиг.26(*4.28) Топографски (ИВЕМ) и 3D профили на спектъра на флуоресценция на НОПМ 

в нативно състояние (А, Б), след внасяне на коагулиращ ензим (В,Г) и на коагуланта (Д, Е) 
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2. Триптофанова флуоресценция при изследване на конформациони преходи на 

НОПМ под действието на температура 

При нагряване става „разтопяване” на белтъчната молекула като се осъществява 

преход в състояние на безпорядъчно кълбо. Това, като правило води след себе си редица 

други преобразувания, общият резултат от които е състояние наречено термо-денатурация. 

Температурната денатурация на млечните белтъци предизвиква преход от β – листова 

конфигурация на полипептидните вериги към по-разпъната α – спирална конфигурация. 

Обикновено, повишаването на температурата води до намаляване на интензитета на 

флуоресценция (Фиг.27(*4.29). Причината за това се дължи на увеличаващата се 

вибрационна енергия на молекулите, нарастването на броя на безизлъчвателните преходи 

както и на температурната дисоциация на молекулите.  

 

Фиг. 27(*4.29). Спектри на флуоресценция и втори производни на флуоресцентния спектър 

на НОПМ в нативно и в денатурирало състояние при термо-денатурация 

Триптофановите остатъци, намиращи се в контакт с водният разтворител се 

характеризират с положение на максимумите около 358359 nm, a намиращите се вътре във 

водното обкръжение на разтворителя – при около 392 nm [205]. В съответствие с тази 

класификация, на Фиг.27(*4.29)  положението на  първият отрицателен максимум на втората 

производна на спектъра на флуоресценция може да се отнесе към ролята на триптофановите 

остатъци контактуващи с водното обкръжение, а вторият отрицателен максимум, към 

повърхностно локализираните триптофанови остатъци, където е регистрирано батохромно 

изместване на дължината на вълната на флуоресцентното излъчване от 358359 nm на 392 

nm, което е признак за осъществена структурна конформация на белтъците. 
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3. Триптофанова флуоресценция при изследване на конформациони преходи на 

НОПМ под действието на рН 

Белтъчните макромолекули могат да претърпят динамични структурни изменения  

между две функционално активни форми или т.н. функционален преход при промяна на рН. 

Такива конформации се осъществяват в рамките на нативната структура на белтъка. 

Проведено е изследване на флуоресцентно-спектралните характеристики на АК остатъци на 

триптофан в молекулите на НОПМ при различни стойности на рН (4.7; 5.08; 5.66; 6.42 и 7.0). 

На Фиг.28(*4.30 (В)) са построени зависимостите на максимумите на спектъра на 

флуоресценция (Iфл. max.) и максималните дължини на вълните (λфл.max.) на НОПМ от рН 

на разтвора. При увеличаване на рН от 4.7 до 7.0 се наблюдава нарастване на Iфл. max. 

придружено с хипсохромно изместване на дължината на вълната λфл. max. на 

флуоресцентното излъчване от дълговълновия диапазон (418 nm) в късовълновия диапазон 

(358 nm). Това честотно изместване се дължи на конформационният функционален преход на 

белтъка, а съответното изменение на триптофановата флуоресценция се дължи на 

протонирането на карбоксилните групи в белтъка. 

 
Фиг. 28(*4.30).  Зависимост на максимумите на спектъра на флуоресценция (Iфл. max.) и 

максималните дължини на вълните (λфл.max.) на НОПМ от рН на разтвора  

От Фиг. 28(*4.30), където е представена зависимостта на интензитета на 

флуоресценция от рН на средата, произтича изводът, че в алкална и неутрална среда 

интензитетът на флуоресценция на млечните протеини е по-висок, отколкото в кисела среда в 

близост до изоелектричната точка (рН4.7) на белтъка. Това се дължи на флуоресцентното 

гасене на триптофана. При намаляване на активната киселинност (рН) на млечно-

протеиновата среда от неутрална (~ 7.0) към кисела (~ 4.7), белтъчната молекула на казеина 

се набраздява, става по-грапава и нацепена, в резултат на което в нейната вътрешност 

прониква вода и предизвиква флуоресцентно гасене.  
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Фиг.29(*4.31)Топографски (ИВЕМ) и 3D профили на зависимостта на интензитета на 

флуоресценция от рН на средата при рН7.0 (А,Б); рН6.42 (В,Г); рН5.66 (Д,Е); рН5.08 (Ж,З); 

рН4.7 (И,К) 
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На Фиг.29(*4.31) са представени топографските ИВЕМ и 3D профили на зависимостта 

на интензитета на флуоресценция от рН на средата при рН7.0; рН6.42; рН5.66; рН5.08; рН4.7 

3.8. Методи за изследване на микроструктурата на млечни белтъци 

3.8.1. Флуоресцентна микроскопия 

Изследвана е промяната на структурата на белтъчната полидисперсна среда през 

различните етапи на протичане на ензимна коагулация на НОПМ. Определена е 

топографията, вида на повърхността на формиращият се куагулум, големината на 

грапавините, диаметъра, височината и формата на белтъчните частици в образеца. Извършен 

е анализ на топографските изображения. 

На Фиг.30(*4.32). са показани серия от снимки от флуоресцентен микроскоп на 

микроструктурата на НОПМ през различни етапи от протичането на ензимна коагулация в 

продължение на 75 минути, с времеви интервали от 5 минути. Направената серия от снимки 

нагледно илюстрира кинетиката на процеса на образуване на първични клъстери от мицели 

по време на кинетичната реакция.  

 
Фиг. 30(*4.32).  Флуоресцентна микроскопия на казеинови мицели по време на ензимна 

коагулация  на НОПМ с флуоресцентен микрокоп Leica DM1000, оцветител акредин оранж 

(АО). На снимките е указано времето след внасяне на коагуланта 
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От снетите посредством флуоресцентна микроскопия изображения на НОПМ в 

началото на ензимната реакция (Фиг.30(*4.32_0 мин.)) се вижда, че е постигнато добро 

разпределение на частиците в емулсията в резултат на направената  хомогенизация.  

Големите   агломерати  са  сравнително  малко, с  размери  ≈ 300  600 х 1000 nm, като 

останалите наночастици са равномерно разпределени в обема на изследвания образец от 

НОПМ. Структурата на млечната емулсия се състои от белтъчни частици, които при 

инокулацията на коагулиращия ензим формират отделни малки агломерати с размери 

приблизително 280400 nm. Преобладаващата част от казеиновите частици са с размери от 60 

 180 x 40  100 nm. 

При анализа на флуоресцентните изображения, са определени: броят на съдържащите 

се в изследвания диапазон белтъчни частици (Na), техният размер (Dg) и височина (Zg), 

обемът (Vg) и лицето на повърхността S, плътността на разпределение на частиците (Ng), 

средноквадратичната грапавост на формиращият се по време на ензимната реакция профил. 

От плътността на разпределение на частиците беше изчислено средното разстояние между 

частиците 
1

Lg
Ng

 .  

От направеният анализ на флуоресцентните изображения при изследване на 

структурните изменения на млечната емулсия на НОПМ по време на ензимна коагулация, се 

наблюдават няколко характерни времеви участъка разделени със стъпка от 5 минути. 

Получените в резултат на направените изчисления зависимости на броя (Na) и размера 

(Dg) на белтъчните частици от времето на агрегация, са представени на Фиг. 31(*4.33). 

 
Фиг. 31(*4.33). Зависимост на броя (Na) и размера (Dg) на белтъчните частици (А); 

Зависимост на отношението на ср. разстояние между частиците към размера на 

белтъчните частици Lg/Dg и лицето на повърхността на частиците от времето на 

агрегация   

През първите 5 минути от началото на ензимната реакция, отношението Lg/Dg  (Фиг. 

31(*4.33) почти не се променя и остава в диапазона 0,007  0,008 и много прилича на т.н. лаг-
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период, който е свързан с подготовката за разгъване на белтъчната молекула и формиране на 

малки агрегати, които да участват в процеса на явна коагулация.  

През следващият времеви интервал между 5-та и 10-та минути това отношение рязко 

нараства от 0.008 до 0.0246, което е показател за освобождаване на пространство между 

белтъчните агрегати. През следващите 10 минути няма съществена промяна в отношението, 

след което монотонно намалява до 40-та минута. От този момент нататък настъпва рязко 

увеличаване на отношението Lg/Dg, което продължава до края на ензимната реакция. 

От графиките се вижда, че през времевия интервал от 0 до 15 минута, в който влиза 

индукционният период и периода на скритата коагулация,  активно намалява плътността на 

диспергираните в емулсията белтъчни частици (Ng) и тяхното количество (Na), докато 

размерът им почти не се променя .  

През този период, белтъчните частици практически не променят своя размер за сметка 

на формата, която се променя във височина и достига своя максимум (Фиг.32(*4.34)) около 

20-та минута след внасяне на коагулиращия ензим. 

На Фиг. 32(*4.34) е показана зависимостта на средния размер на белтъчните частици 

Dg и средното разстояние между частиците Lg от времето на агрегация. От направения 

статистически анализ на резултатите от измерването, както и от графиката се вижда високата 

корелация (R
2
=0.9737) между тези два динамични параметъра, която се запазва през целия 

период на ензимната реакция.  

 
Фиг.32(*4.34). Зависимост на средния размер на белтъчните частици Dg и средното 

разстояние между частиците  Lg от времето на агрегация (А); Зависимост на 

отношението (форм фактора Zg/Dg) на средната височина на белтъчните частици (Zg) 

към техния среден диаметър Dg от времето на агрегация (Б) 

Зависимостта на отношението (Zg/Dg) на средната височина на белтъчните частици Zg 

към техния среден диаметър Dg е илюстрирана на Фиг. 32(*4.34). Отношението (Zg/Dg) може 

да бъде използванo като параметър, характеризиращ промяната на формата на белтъчните 

частици през различните етапи на ензимната коагулация на НОПМ.  
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Както се вижда от графиката, още в първите минути след внасяне на коагулиращия 

ензим, форм-фактора (Zg/Dg) приема стойности от 12,50 до 16,85. Това е показател, че още 

преди да започне етапа на същинската коагулация, белтъчните частици не са с формата на 

сфера, а имат издължена по височина форма, която достига своята максимална стойност 

около 18 – 20 минута след внасянето на коагулиращия ензим. През следващите времеви 

интервали, тази издълженост на частиците изразена чрез отношението на форм-фактора 

(Zg/Dg) монотонно намалява и достига стойности (Zg/Dg = 4,312,07), като в края на 

кинетичната реакция, т.е. третия и четвъртия етап на ензимната коагулация, белтъчните 

частици като част от структурата на новоформиралия се млечен гел приемат форма много 

близка до сферичната. Това се дължи на факта, че през третия период на ензимната 

коагулация се осъществява уплътняване на гела, а през четвъртия – синерезиса, се извършва 

отделяне на свързаната с белтъчната молекула вода.  

Зависимостта на плътността на разпределение на белтъчните частици (Ng) и 

отношението на средното разстояние между частиците и средния размер на частиците Lg/Dg 

от времето, през което протича ензимната коагулация на НОПМ, е показана на Фиг.33(*4.35). 

Отношението Lg/Dg може да бъде използванo като параметър, характеризиращ плътността на 

oпаковката на агрегиращите белтъчни молекули в изследвания слой.  

 
Фиг. 33(*4.35). Зависимост на плътността на разпределение на белтъчните частици (Ng) и 

отношението на средното разстояние между частиците и средния размер на частиците 

Lg/Dg от времето на агрегация (А); Разпределение на белтъчните частици по размери по 

време на ензимна коагулация на НОПМ с 32,5 μl коагулиращ ензим +20 μl CaCl2 (Б) 

На Фиг. 33(*4.35 Б) е показано разпределението на белтъчните частици по размери по 

време на ензимна коагулация на НОПМ с 32,5 μl коагулиращ ензим +20 μl CaCl2. 

От направеният анализ на изменението на структурните елементи на млечно-

протеиновата дисперсна среда, може да се направи извода, че използваният метод 

флуоресцентна микроскопия за изследване агрегацията на млечни белтъци по време на 

ензимна коагулация е удобен, бърз и достатъчно информативен оптичен метод, подходящ за 

целта.  
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3.8.2. Атомно-силова микроскопия 

Проведена е визуализация и регистрация на млечни белтъчни агрегати на СВОМ и 

НОПМ с различна концентрация на млечна мазнина. 

Всички резултати от направеният анализ на изображенията от атомно-силовата 

микроскопия (АFМ) с помощта на програмен продукт Gwyddion 2.42 и последващи 

изчисления са представени в Таблица 16 от дисертационният труд.  

От направеният анализ на АСМ, средната височина на белтъчните частици Zg при 

СВОМ намалява с намаляване на тяхната концентрация от 142.5 nm до 27.4 nm, а средният 

размер на белтъчните частици варира в диапазона от 112 nm до 77 nm. Форм-факторът Zg/Dg, 

който се явява като показател на формата на белтъчните частици показва, че белтъчните 

частици не са с формата на сфера, а имат издължена по височина форма (Фиг. 3.15 а) при 

СВОМ с 0.1% млечна мазнина, което се потвърждава от проведеното изследване с 

флуоресцентна микроскопия. 

 

4.    Основни изводи 

4.1.Показано е, че оптичните методи позволяват не инвазивно проследяване на 

кинетиката на протичане на ензимна коагулация, което благоприятства използването им при 

научни изследвания и промишлени приложения. 

4.2.На база на предсказващия модел е установено, че за изследване на структурните 

изменения на млечни белтъци най-информативни са източници на светлина с дължина на 

вълната λ – 650 nm и 550 nm. 

4.3.Флуоресцентната спектроскопия и построяването на изопотенциални възбудно-

емисионни матрици (ИВЕМ) са използвани за верификация на предсказващия модел. 

4.4.Намаляването на отношението на интензитета на поглъщане при тирозиновия 

дублет 830.3 cm
-1

/850.6 cm
-1

 преди и след загряване на средата в продължение на 60 min. е 

сигурен признак за  протичащи структурни изменения в млечно-протеиновата среда на 

НОПМ по време на термо-денатурация.  

4.5.Появата на високо интензивни пикове на честоти 1003 cm
-1

, 1061 cm
-1

 и 1159 cm
-1

 е 

признак за настъпили конформации в структурата на казеиновата молекула при химична 

денатурация, като резултат от разкъсването на съдържащите в състава на дисулфидните 

мостове, дисулфидни химични връзки.    

 4.6.Направеният корелационен анализ дава основание да се твърди, че всеки светлинен 

източник с λ от 650 nm до 850 nm с достатъчно висока достоверност на резултатите може да 

се използва за изследване на процеса на термо денатурация на серумни белтъци при 

натурални обезмаслени пресни млека.  

 4.7.Изследваните параметри с помощта на флуоресцентна микроскопия: могат да 

бъдат използвани за определяне както на формата, размера, концентрацията на белтъчните 

частици, така и на тяхното разпределение по размери по време на протичане на кинетичната 

реакция.  
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5. Приноси 

5.1.Конструирано, разработено и експериментално  тествано влакнесто-оптично 

измервателно устройство за фотометрични изследвания на течни полидисперсни среди. 

5.2.Комплексно изследване на протичането на ензимна коагулация, химична и термо-

денатурация на млека с различна концентрация на общ белтък и казеин, като е изследван 

ефектът на независимите променливи рН, температура, концентрация на коагулиращ ензим 

(химозин) и концентрация на денатуриращ агент урея с концентрация 8М, 4М и 2М. 

5.3.Въз основа на проведените изследвания е предложен предсказващ модел за избор 

на най-информативна дължина на вълната на светлинния источник. 

5.4.Установена е много добра корелация при изследването на термо-денатурация 

между методите на ДСК и оптична турбидиметрия. 

5.5. Показано е, че не само ИЧ диапазон, който класически се използва за изследване 

на белтъци, но и видимия диапазон, където светлинните източници и детектори са много по-

достъпни, е също така достатъчно подходящ за подобен род изследвания. 
 

6. Заключение 

 

6.1.В дисертационният труд е представено конструирано, разработено и 

експериментално тествано влакнесто-оптично измервателно устройство, което позволява 

извършване на изследвания на структурни изменения на белтъчни полидисперсни среди при 

ензимна коагулация, химична и термо-денатурация. 

 6.2.Показаное, че оптичните методи работещи с монохроматични източници 

излъчващи във видимия диапазон са също така достатъчно информативни и подходящи за 

изследване на на структурни изменения на белтъчни полидисперсни среди. 

 6.3.Всички резултати представени в настоящият дисертационен труд са получени 

самостоятелно или с личното участие на докторанта.  
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