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  چکیده

در لـذا  . باشـد  هاي اصلاح شده از طریق واکنش طبیعی مایلارد مـی  عملکرد و پایداري حرارتی پروتئینمیزان کانژوگه شدن از عوامل مهم در بهبود 
، گـراد  درجـه سـانتی   80و  60، 40دماهـاي  ، 5/8و  7هـاي pHواکـنش مـایلارد در   مختلف هاي ایزوله سویا و دکستران تحت شرایط  پروتئین مطالعهاین 
و  OPAسـاکارید بـا دو روش اسـپکتوفتومتري     پلـی  -هاي پروتئین و تشکیل کانژوگه قرار گرفتند ٪79و رطوبت نسبی  براي هر تیمارهاي مختلف  زمان

شان داد که افزایش ن OPA (Ortho-phthaldialdehyde)ش گیري میزان کانژوگه شدن با رو اندازه. با یکدیگر مقایسه و بررسی شدند UVمیزان جذب 
بالاترین میزان . یابد هاي آمینی آزاد شده و در نتیجه میزان کانژوگه شدن افزایش می گذاري موجب افت بیشتري در میزان گروه گرمخانه pHدما، زمان و 

حدواسط حاصـل از واکـنش مـایلارد    گیري میزان جذب ترکیبات  اندازه. مشاهده شدروز  8زمان  و pH=5/8 گراد، درجه سانتی 60دماي گانژوگه شدن در 
و روش سـاده،  د UVمیـزان جـذب    و OPAدهـد کـه روش    نتایج تحقیق نشان مـی . ا تأیید کردر OPAنانومتر نتایج حاصل از روش  294در طول موج 

  .باشند مناسب و با کارایی تقریباً مشابه جهت بررسی میزان کانژوگه شدن طی واکنش مایلارد می
 

 میزان کانژوگه شدن ، OPAروش  ،UVجذب  گذاري، رمخانهگ :کلیدي هاي واژه
 

  1مقدمه
اي بـالا و   غـذایی بـا وجـود دارا بـودن ارزش تغذیـه     هاي  پروتئین

هـاي   خصوصیات عملکردي منحصر به فرد در مقابل حـرارت، حـلال  
لذا  باشند، آلی و حملات آنزیمی، شیمیایی و فیزیکی بسیار حساس می

هـا بـا خصوصـیات     ي طراحـی پـروتئین   اي در زمینه تحقیقات گسترده
حـرارت و سـایر عوامـل    عملکـردي بهبودیافتـه، مقاومـت بیشـتر بـه      

رسـان، خلـق خصوصـیات جدیـد و از بـین بـردن خصوصـیات         آسیب
هاي متفاوتی  روش ).Liu et al, 2012(صورت گرفته است نامطلوب 

هاي  ها با استفاده از اصلاح براي بهبود خصوصیات عملکردي پروتئین
محققـین  این در حالیست کـه  . شیمیایی، فیزیکی و آنزیمی وجود دارد

هـا   ذایی همیشه به دنبال بهترین گزینه براي اصلاح پروتئینغ صنایع
هاي اخیـر بسـیار    هاي اصلاح طبیعی در سال باشند، بنابراین روش می

هـاي طبیعــی اصــلاح   مـورد توجــه قــرار گرفتـه اســت و یکــی از راه  
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باشد،  می ساکارید ها ها با پلی هاي غذایی، واکنش بین پروتئین پروتئین
 ;Liu et al, 2012)باشـد  مـی  واکنش مـایلارد  از جمله این اتصالات

Oliver et al, 2006; Kato, 2002).  
هـاي آمینـی    واکنش مایلارد در نتیجه اتصال کوالانسی بین گروه

دهـد و منجـر بـه     ساکارید رخ مـی  آزاد پروتئین و انتهاي کربونیلی پلی
 ,Oliver et al)شـود   هـاي غـذایی مـی    تغییرات مطلوبی در پروتئین

2006; Kato, 2002). دهـی   در نتیجه حرارت هیبریدهاي بیوپلیمري
شـده تشـکیل    پلـی سـاکارید تحـت شـرایط کنتـرل     -مخلوط پروتئین

عنـوان مثـال    اي غذایی دارد، بهه شوند و تأثیرات مثبتی بر پروتئین می
هـا از جملـه خصوصـیات     باعث بهبود خصوصیات عملکردي پـروتئین 

شـود،   ی و امولسیفایري مـی کنندگ حلالیت، جذب آب، خصوصیات کف
خصوصیات بافتی بهبود می یابد و پایداري حرارتی نیز بیشتر می شود 
(Amiri et al, 2008; Alahdad et al, 2009; Kato et al, 

اکسـیدانی، فعالیـت    بعلاوه خصوصـیاتی چـون فعالیـت آنتـی     .(1992
زایی و خصوصیات ضدمیکروبی نیـز افـزایش    سرطانی و ضدجهشدض

 Amiriet al, 2008; Lertittikulet al, 2007; Oliver et; یابد می
al, 2006)1395وستانی و همکاران، ، ب(.  

از مهمترین عوامل در تعیین عملکرد واکنش  میزان کانژوگه شدن
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باشـد و عوامـل    منظور اصلاح پـروتئین مـی    مایلارد صورت گرفته به
: ساکارید موثر اسـت، از جملـه   مختلفی بر میزان اتصال پروتئین به پلی

فعالیـت آبـی محـیط،      هاي آمینی به قنـد،  ، نسبت و نوع گروهpHدما، 
کننـده در واکـنش و غیـره     سـاکارید شـرکت   زمان، نوع پروتئین و پلی

بـراي بدسـت آوردن نتـایج مطلـوب و بهبـود خصوصـیات       . باشـد  می
رد ها بایستی بهترین شرایط را جهت واکنش مـایلا  عملکردي پروتئین

. (Oliver et al, 2006; Van Boekel, 2001)انتخــاب نمــود 
هاي مختلفی براي تعیین پیشرفت کانژوگه شـدن وجـود دارد از    روش

ــک ــن تکنی ــه ای ــا مــی جمل ــورز  ه ــه الکتروف ــوان ب ، 1SDS-PAGEت
ــاتوگرافی2FT-IRاسپکتروســکوپی  ــواع روش3، کروم ــگ  ، ان هــاي رن

 ,Oliver et al) و غیره را نام برد  4سنجی با استفاده از اسپکتوفتومتر
2006). 

تحقیقات متعددي در رابطه با بهبود پایداري حرارتی و خصوصیات 
. ها با استفاده از واکنش مایلارد صورت گرفته است عملکردي پروتئین

در حالی که در زمینه بررسی عوامل مختلف تأثیرگذار بر پیشرفت ایـن  
ان کانژوگـه شـدن مسـتندات    هاي مختلف تعیین میـز  واکنش و روش

بنــابراین هـدف ایــن تحقیــق کانژوگــه کــردن  . کمـی موجــود اســت 
هاي ایزوله سویا و دکستران در شرایط مختلف واکنش مایلارد  پروتئین

هـاي   باشد و در ادامه پیشرفت کانژوگه شـدن بـا اسـتفاده از روش    می
 .مقایسه و بررسی شد 5سنجی اسپکتروسکوپی جذب

  
  ها مواد و روش

  ادمو
بـا وزن ملکـولی    7دکسـتران و  ساخت چـین 6ایزوله پروتئینی سویا

و سـایر  تهیـه شـد    )از شرکت سیگما آمریکا(دالتون  64000-76000
کننـده مـواد    هـاي معتبـر تـأمین    مواد شیمیایی مورد استفاده از شرکت

  .آزمایشگاهی تهیه و مورد استفاده قرار گرفت
  

  دکستران-سویاهاي  تهیه هیبریدهاي پروتئین
 هاي ایزوله سویا در شرایط حرارت خشـک  کانژوگه کردن پروتئین

هاي سویا و دکسـتران بـه    انجام گرفت، بدین صورت که ابتدا پروتئین
، تهیـه و کـاملاً   5/8و  7هـاي  pHدر محلـول بـافر بـا     4به  1نسبت 

گراد منجمـد   درجه سانتی -80ها در فریزر  مخلوط شدند، سپس نمونه
                                                             
1 Sodium-dodecyl-sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) 
2 Fourier transform infrared spectroscopy 
3 Chromatography 
4 Spectrophotometer 
5 Absorption spectroscopy methods 
6 Soy protein isolate (SPI) (Pingdingshantianjing plant 

albumen CO.,LTD) 
7 Dextran 

پودرهـاي  . بـه پـودر تبـدیل شـدند     8سط خشکن انجمـادي تو و شدند
هـاي مختلـف در حضـور برمیـد      با دمـا و زمـان   9حاصله در دسیکاتور

قرار گرفت تا واکنش مایلارد انجام %) 79رطوبت نسبی (پتاسیم اشباع 
عنوان شاهد که حـاوي ترکیبـات پروتئینـی بـدون      یک نمونه به. شود
شد، حالات مختلف بدین صـورت  ساکارید است نیز در نظر گرفته  پلی

انگستان و  IH-100مدل  Galenkampآون ( گذاري بود که گرمخانه
جـه  در 80 و 60، 40در دماهـاي  ) ژاپن KM235 مدل ISUZUآون 

 8، 6، 4، 2سـاعت،   24 و 8، 4، 0: هاي گراد و به ترتیب در زمان سانتی
روز در  8و  6، 4، 3، 2، 1، 0گـراد،   درجه سانتی 40روز در دماي  12و 

سـاعت در   48و  24، 16، 8، 4، 2، 1، 0گـراد و   درجه سانتی 60دماي 
هـا   نمونهپیشرفت کانژوگه شدن  ،گراد انجام شد درجه سانتی 80دماي 

  .مقایسه شدند گیري و با دو روش متفاوت جذبی اندازه
  

 10OPAتعیین میزان کانژوگه شدن با روش 
روتئین از روش ارزیـابی  هاي آمینی آزاد پ براي بررسی میزان گروه

محلــول . اسـتفاده شـد  ) OPA(فتـال دي آلدهیـد   -Oاسـپکترومتري  
OPA 100لیتـر محلـول    میلـی  25صورت روزانه از مخلوط کـردن   به 
وزنـی  /وزنـی  ٪20لیتر محلول  میلی 5/2مولار تتراهیدروبورات و  میلی

لیتـر   میلـی  1کـه در  ( OPAگـرم   میلـی  40سدیم دودسیل سولفات و 
میکرولیتر بتا مرکاپتواتانول بدسـت آمـد    100و ) حل شده استاتانول 

 ـ میلـی  50که در نهایت با آب مقطر به حجم نهایی  بـراي  . ر رسـید لیت
میکرولیتر از نمونه  100-50هاي آمینی آزاد، حدود  ارزیابی میزان گروه

 11درون یک کـووت کـوارتز  OPA لیتر از واکنشگر  میلی 1محلول به 
محلول حاصله به آرامـی تکـان داده و بـه    . فه شدلیتري اضا میلی 5/1

سپس جـذب آن در طـول   . دقیقه در دماي اتاق نگهداري شد 2مدت 
نانومتر با استفاده از دسـتگاه اسـپکتروفتومتر خوانـده شـد و      340موج 

مطابق فرمول زیر محاسـبه  ) یا درصد کانژوگه شدن(درصد جایگزینی 
ترتیب میزان جذب نمونـه  به  ،ATو  A0.(Nielsen etal, 2001) شد 

  .باشد گذاري در هر زمان تیمار می قبل و بعد از گرمخانه
)1( Conjugation degree (%) = (A0-AT/A0)×100   

 
  UVگیري جذب  اندازهتعیین میزان کانژوگه شدن با 

 Lertittikulمطابق روش  UVناحیه میزان جذب در گیري  اندازه
هـا بـه    ابتـدا نمونـه  . و با کمی تغییرات انجام شـد ) 2007( و همکاران

و سـپس  تهیـه شـدند    درصـد  SDS 1درصد پـروتئین در   2/0غلظت 
بـا اسـتفاده از اسـپکتروفتومتر    نانومتر  294میزان جذب در طول موج 

                                                             
8 Lyophilized  
9 Desiccator 
10O-Phthaldialdehyde Assay 
11 Quartz cuvette 
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عنوان معیـاري   شده بهثبت عدد  .خوانده شد 1مجهز به لامپ فرابنفش
و افزایش میـزان جـذب نشـان از    شدن محسوب شد  از میزان کانژوگه

  .باشد ها می تشکیل بیشتر کانژوگه
  

  ها تجزیه و تحلیل آماري داده
دسـت آمـده از    ها و بررسی اطلاعات به منظور آنالیز آماري داده به
هـا   آزمـون . هاي مختلف از طرح کاملاً تصادفی استفاده گردیـد  آزمون

انحـراف معیـار   حداقل در سه تکرار انجام شـده و سـپس میـانگین و    
سـه  (منظور تعیین وجود اخـتلاف بـین میـانگین اعـداد      به. بدست آمد

بندي آنهـا از آزمـون    ، از آنالیز واریانس و براي گروه)تکرار هر آزمایش
در تمـام مراحـل،   . اسـتفاده شـد   05/0در سـطح  ي دانکن ا چند دامنه

ت ورص ـ SASافـزار   ها بـا اسـتفاده از نـرم    تجزیه و تحلیل آماري داده
 .پذیرفت
  

  نتایج و بحث 
ــرین خصوصــیات    ــدن از مهمت ــه ش ــا درصــد گلیکوزیل ــزان ی می

است به این علت که بطور هاي کانژوگه شده  پروتئینفیزیکوشیمیایی 
 تحت هـر . گذارد می ها تأثیر مستقیم بر خصوصیات عملکردي پروتئین

شرایط واکنش مایلارد، میزان گلیکوزیله شدن تحت تأثیر فاکتورهـاي  
اغلب اوقات . گیرد قرار می pHمختلفی از جمله دماي واکنش، زمان و 

هـاي   تغییرات بدین صورت است که با افزایش وزن ملکـولی پـروتئین  
هـاي   روش. هـا همـراه اسـت    کانژوگه شده در مقایسه با غیرکانژوگـه 

در ایـن بخـش   . تغییـرات وجـود دارد   ص میـزان راي تشخیمختلفی ب
 UVب و جـذ  OPAگیري میـزان کانژوگـه شـدن بـا دو روش      اندازه

  .مقایسه و بررسی خواهد شد
  

 OPAمیزان کانژوگه شدن با روش 
، 2هـاي آمینـی   هـا مثـل گـروه    هاي فعال موجود در پروتئین گروه

بـه انجـام   قـادر   7و گوانیل 6اتر، تیو5، فنولیک4، سولفیدریل3کربوکسیل
هـا   بعضی از این واکـنش . باشند واکنش با عوامل شیمیایی مختلف می

قادر به تشخیص آبدوست یا آبگریز ملکـول و همچنـین خصوصـیات    
باشند و برخی دیگـر قـادر بـه تخمـین      عملکردي پروتئین یا پپتید می

واکـنش بـا   . باشـند  میزان آمینواسید و یا گروه خاصی در آمینواسید می
OPA ـ  از جمله واکنش  گیـري کمـی    منظـور انـدازه   ههایی است کـه ب

                                                             
1Uv-visible spectrophotometer 
2 Amino groups 
3 Carboxyl 
4 Sulfhydryl 
5 Phenolic 
6Thioether 
7Guanyl 

فتـال دي  -Oدر این واکـنش آمینـو اسـید بـا     . رود آمینواسید بکار می
ــور  ــد در حض ــانول-2آلدهی ــتق   8مرکاپتوات ــک مش ــنش داده و ی واک

جذب ترکیبات رنگی ایجاد شده در طول موج . کند تولید می 9فلورسان
هاي  روابطی به میزان گروه ستفاده ازبا ا شود و نانومتر خوانده می 340

هـاي متـداول    کـی از روش ی OPAروش  .گـردد  آمینی آزاد تبدیل می
د باش ـ د میبا استفاده از واکنش مایلارگیري میزان کانژوگه شدن  اندازه

(Damodaran, 1996). 
هاي ایزولـه سـویا بـا دکسـتران در      میزان کانژوگه شدن پروتئین

  .نشان داده شده است 3-1در اشکال  شرایط مختلف واکنش مایلارد
گـذاري شـده    هـاي گرمخانـه   نمونهشود  گونه که مشاهده میهمان

، تعـداد  5/8و  pH 7در هـر دو  ) 3شـکل  ( C80°و ) 1شکل (C40°در
نداشته اي  کاهش قابل توجه ذاريگ گرمخانههاي آمینی در طول  گروه

ناپدیـد  . باشـد  ها کـم مـی   و بنابراین میزان کانژوگه شدن در این نمونه
شکل ( باشد می C 80°و  40بیشتر از  C60°در هاي آمینی  شدن گروه

 C60°گذاري شـده در   هاي گرمخانه درصد کانژوگه شدن در نمونه ).2
دهـد کـه    ، در مقایسه با نمونه شاهد نشان مـی  5/8و  7هاي pHو در 
هاي کانژوگه شـده کـاهش    هاي آمینی آزاد در همه نمونه ر گروهمقادی

هاي آمینی  گروه محتويگذاري  یافته است و با افزایش زمان گرمخانه
ــی  ــر م ــود آزاد کمت ــزایش    ش ــدن اف ــه ش ــزان کانژوگ ــابراین می و بن

 ,Chevalier et al, 2001;Diftis and Kiosseoglou)یابـد  مـی 
2006; Van de Lagemaat et al, 2007).  

  
در  گذاري شده هاي گرمخانه میزان کانژوگه شدن نمونه -1شکل

هر ستون نمایانگر (هاي مختلف  و زمان 5/8و  C40 ،pH=7°دماي 
  )باشد انحراف معیار براي سه تکرار می±میانگین 

  
هـاي آمینـی آزاد تشـکیل بهتـر محصـولات واکـنش        نتایج گروه

و به ویژه در  C60°گذاري شده در  هاي گرمخانه را در نمونه 10مایلارد
pH=5/8 هـاي سـویا   ، وقتـی کـه پـروتئین   )2شکل ( دهد را نشان می 

شـود،   گـذاري مـی   گرمخانه pH=5/8ر و د C60°روز در  8براي مدت 
هـاي آمینـی آزاد پـروتئین رخ     کاهش قابل تـوجهی در مقـادیر گـروه   

                                                             
8 2-Mercaptoethanol 
9 Fluorescent compound 
10Maillard reaction products (MRP) 
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نمونـه  و در ایـن  صفر درصد گلیکوزیله شدن در نمونه شاهد . دهد می
باشد، بدین معنی که در این شـرایط قسـمت اعظـم     درصد می 23/44

گیـري بـا ایـن روش،  بـا دکسـتران       هاي آمینی آزاد قابل انـدازه  گروه
  . کند هاي سنگین را تولید می واکنش داده و گلیکوکانژوگه

  
در  گذاري شده هاي گرمخانه میزان کانژوگه شدن نمونه - 2شکل 
هر ستون نمایانگر (و زمان هاي مختلف   5/8و  C60 ،pH=7°دماي

 )انحراف معیار براي سه تکرار می باشد±میانگین 
  

  
در  گذاري شده هاي گرمخانه میزان کانژوگه شدن نمونه– 3شکل 
هر ستون نمایانگر (و زمان هاي مختلف  5/8و  C 80 ،pH=7°دماي 

  )باشد انحراف معیار براي سه تکرار می±میانگین 
  

  UVجذب  شدن با روش هگمیزان کانژو
کانژوگه شـدن  و تخمین کمی میزان تشخیص  هاي وشدیگر راز 

کینتیک . باشد می UVدر طول موج ناحیه ترکیبات تعیین میزان جذب 
ارائـه شـده    6-4ها در اشکال  گذاري نمونه و زمان گرمخانه UVجذب 
میـزان جـذب در    pHشود با افـزایش   همانگونه که مشاهده می. است

، بعـلاوه  )pH 7در مقایسه با  pH 5/8(یابد  ها افزایش می ونهتمامی نم
در  C60°دمـاي  (شـود   افزایش دما موجب افزایش میزان جـذب مـی  

گـزارش شـده   نتایج حاصله در این بخش با نتـایج  ). C 40°مقایسه با 
مبنی بر افزایش میزان جـذب  ) 2008( و همکاران Ajandouzتوسط 

UV  با افزایش دما وpH   در تشابه است، ایشان کانژوگه شدن گلـوکز
هاي سرم آلبومین گاوي و کازئین را مورد مطالعه و بررسـی   با پروتئین
گذاري نیـز موجـب افـزایش میـزان      افزایش زمان گرمخانه. قرار دادند

  .شود می UVجذب 
Lertittikul  ــروتئین  ) 2007(و همکــاران ــردن پ ــه ک ــا کانژوگ ب
بـا  ) 1395(مچنین مولایی فر و همکاران ، هگلوکزو  1پورسین پلاسما

 2کانژوگه کردن لیزوزیم و مالتودکسترین با استفاده از تیمار مایکروویو
بـا افـزایش زمـان    UV نتایج مشابهی مبنی بر افـزایش میـزان جـذب   

  .گذاري مشاهده کردند گرمخانه
واکنش مایلارد از جمله دي و  تولید شده طی 3ترکیبات حد واسط

تشـکیل بیشـتر   . دارنـد  UVجذب بالایی در این ناحیـه  4پلی کربونیل
هاي بـالاتر تأییـد   pHدر   (MRP)ترکیبات حاصل از واکنش مایلارد

. هاي قلیایی مطلوبتر استpHکند که تولید ترکیبات حد واسط در  می
دهـی میـزان جـذب درناحیـه      طابق نتایج با افـزایش زمـان حـرارت   م

UV گـذاري   در نمونـه گرمخانـه  و بالاترین میزان جذب افزایش یافته
شـکل  (مشـاهده شـد    pH=5/8و در  C60°روز در  8مـدت  شده بـه  

 کانژوگـه  تعیـین میـزان  تأییدي بر نتایج بدست آمده در این بخش ).5
  .باشد می OPAشدن با روش 

  گیري نتیجه
مختلـف  هاي سویا با دکستران در شـرایط   پروتئین تحقیقدر این 

میزان کانژوگه شدن با دو روش مقایسه واکنش مایلارد کانژوگه شد و 
نشان داد بیشترین کانژوگه شـدن   OPAروش  نتایج .و بررسی گردید

 23/44میـزان اتصـال    روز و بـه  8و زمـان   C60 ،pH=5/8°در دماي
نتایج حاصـل   UVبررسی میزان جذب در ناحیه  .درصد رخ داده است

سـویا بـا    هـاي  گـذاري پـروتئین   گرمخانه. را تأیید کرد OPAاز روش 
روز و  8،  زمان C 60 ،pH=5/8°در دماي  4به  1دکستران به نسبت 

جهت انجـام واکـنش مـایلارد یکـی از راه هـاي       ٪79رطوبت نسبی 
مناسب اصلاح این پروتئین ها جهت کاربرد هاي گسترده تر در صنایع 

  .غذایی می باشد

  
در دماي  گذاري شده هاي گرمخانه نمونه UVمیزان جذب  -4شکل

°C 40 ،pH=7  هر ستون نمایانگر میانگین (اي مختلف ه و زمان 5/8و
  )باشد انحراف معیار براي سه تکرار می±

                                                             
1 Porcine plasma protein 
2 Microwave 
3 Intermediate products 
4di- and poly-carbonylcompounds 
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در  گذاري شده هاي گرمخانه نمونه UVمیزان جذب  - 5شکل 

هر ستون نمایانگر میانگین (هاي مختلف  و زمان 5/8و  C60 ،pH=7°دماي
  )باشد انحراف معیار براي سه تکرار می±

  
در دماي  گذاري شده هاي گرمخانه نمونه UVمیزان جذب  - 6شکل 
°C80،pH=7  هر ستون نمایانگر میانگین (هاي مختلف  و زمان 5/8و

  )باشد انحراف معیار براي سه تکرار می±
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Introduction: Engineering of food proteins with improved functional properties and higher resistance to heat 

is the main goal of food scientists. Food technologists are always seeking for innovative, simple and effective 
methods to manipulate proteins, hence natural modification has had the most attention in last decades. One of the 
natural ways used for protein modifications isMaillard grafting reaction. Maillard reaction as a consequence of 
covalentbindingbetween the available amino groups of the proteins and carbonyl containing moiety of the 
polysaccharides, causes a loss in free amino group content of the mixture that can be measured through different 
methods. Protein-polysaccharide hybrids, as a result of dry heating of two biopolymers mixture under controlled 
reaction conditions, cause the emergence of conjugates with novel functionalities.Selecting appropriate reaction 
conditions has a significant impact on the properties of the final conjugates. Among the factors affecting the 
degree of conjugation, temperature, pH and incubation time have considerable roles in determining the degree of 
conjugation. There are various methods by which conjugation degree can be assessed and factors such as 
accuracy, cost, accessibility and etc. must be considered when selecting a measuring method. Therefoe, in this 
study the effect of different Maillard reaction conditions on the conjugation degree of soy proteins-dextran 
heated mixtures have been investigated. In addition, the glycation degree was compared and reported by both 
OPA assay and UV absorbance methods. 

Materials and methods: Soy proteins–dextran conjugates were prepared as described later. First, soy 
proteins and dextran were mixed with phosphate buffer (0.1 M, pH: 8.5 and 7) and 1 to 4 ratio of protein to 
polysaccharide. After mixing and incubating at ambient temperature for some hours, solutions were frozen at –
80 ℃ and freeze dried. Then, the lyophilized powder was incubated at 40 ℃ for 0, 4, 8, 24 hours and 2, 4, 6, 8, 
12 days, at 60 ℃ for 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 days and at 80 ℃ for 0, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 hours, under the 79 percent 
relative humidity in presence of saturated KBr. For each treatment a non conjugated sample was prepared in 
the exact same condition. Conjugation of proteins to polysaccharides was monitored by two methods (OPA 
assay and UV absorbance). Determining degree of glycation by OPA method was done as follows, in this 
procedure the level of available amino groups was estimated using the ortho- phthaldialdehyde (OPA) reagent, 
the absorbance was measured at 340 nm and degree of glycation was measured using a formula. To investigate 
the UV absorption of conjugated proteins, the samples were diluted using distilled water and the absorption was 
read using a UV-visible spectrophotometer. 

Results  & Discussion: Covalent linkage between amino group of proteins and carbonyl group of 
polysaccharides causes depletion in the amount of available amino groups. The extent of soy proteins-dextran 
conjugation under various Maillard reaction conditions was evaluated by the reduction of available amino groups 
of proteins, the more reduction in amount of amino groups, the more conjugation between protein and 
polysaccharide. OPA results showed that, in the samples heated at 40 °C and 80 °C (at both pH 7 and 8.5), the 
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amount of free amino groups slightly reduced compared to 60 °C heated samples. The disappearance of available 
amino groups at 60°C was faster than other temperatures and formation of conjugates in this temperature was 
more successful. A stepwise reduction in free amino group content observed with increasing incubation time. 
When soy proteins were incubated at pH 8.5 for 8 days at 60 °C, a considerable decrease in available amino 
group contents occurred. UV absorption results showed similar trend of changes in OPA method. Increasing UV 
absorption is due to the intermediate Maillard reaction products (MRP). Increasing incubation time, temperature 
and pH cause a significant increase in UV absorbance. Increasing UV absorption with increasing heating time 
indicates the fact that Maillard reaction products (MRP) formation is more favorable at alkaline pH. Data of  UV 
absorption are a proper evidence for OPA assay results.  

Conclusion: As a conclusion, both OPA assay and UV absorption methods are cost effective, accurate and 
simple methods which can represent valuable information concerning the Maillard conjugation. 
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