
 
هاي هاي شیر با بخش محلول صمغهاي حاصل از پروتئینسازي شرایط تشکیل کونژوگهبهینه

 بومی ایرانی (صمغ فارسی و کتیرا)
 

  *2سلیمان عباسی -1فاطمه آذري کیا
  31/01/1395تاریخ دریافت: 
 22/07/1395تاریخ پذیرش: 

  چکیده
هـاي  منظـور بهبـود ویژگـی   باشـد کـه بـه   ها میها و بسیارقنديی بین پروتئینواکنش میلارد یک روش شناخته شده جهت ایجاد اتصال کوالانس

هاي بومی بخش محلول صمغ–هاي شیرهاي پروتئینسازي تولید کونژوگهشود. بنابراین، هدف از پژوهش حاضر بهینهها استفاده میعملکردي پروتئین
بسیارقندي،  –هاي پروتئینهاي آب در روغن بود. براي تولید کونژوگهپایداري امولسیون منظور افزایشها بهبا استفاده از روش سطح پاسخ و کاربرد آن

زمـان نسـبت پروتئین:بسـیارقندي و زمـان     درصد) انجام شد و تـاثیر هـم   79گراد و رطوبت نسبی درجه سانتی 60(دماي  دهی به روش خشکحرارت
ها بـا  علاوه، جهت بررسی امکان بهبود پایداري امولسیونزاد و تغییر رنگ) بررسی گردید. بهدهی بر متغییرهاي وابسته (میزان جایگزینی آمین آحرارت

وزنی) افزوده شده و  درصد وزنی/ 4/0بسیارقندي ( –پروتئین وزنی) به محلول کونژوگه درصد وزنی/ 4هاي حاصل، روغن آفتابگردان (استفاده از کونژوگه
بسیارقندي در روش میلارد  دهی و نسبت پروتئین:دست آمده، شرایط بهینه از لحاظ زمان حرارتد. طبق نتایج بهسازي توسط امواج فراصوت انجام شهمگن

ساعت و  7بخش محلول صمغ فارسی –، براي کازئینات سدیم59:1/1روز و  8بخش محلول صمغ فارسی –هاي سرمیترتیب براي ایزوله پروتئینخشک به
بود.  3:1ساعت و  82/7بخش محلول صمغ کتیرا –و براي کازئینات سدیم 3:1روز و  64/13بخش محلول صمغ کتیرا –سرمیهاي ، براي ایزوله پروتئین2:1

چنین، اتصال هاي شیر داشت. همنتایج این تحقیق نشان دادند که صمغ فارسی در مقایسه با صمغ کتیرا توانایی بیشتري در ایجاد اتصال کوالانسی با پروتئین
 ها شد.ها در پایداري امولسیونها نشد، بلکه سبب کاهش کارایی پروتئینهاي بومی نه تنها منجر به پایداري کامل امولسیونبخش محلول صمغپروتئین به 

  
 ، واکنش میلارد، کتیرا، صمغ فارسیهاي شیرپروتئینهاي کلیدي: واژه

 
   2  1مقدمه

اد واکنش میلارد واکنش شیمیایی است که بـین گـروه آمـین آز   
آمینـو اسـیدهاي   -α آمینو لیزین و نیز گروه-εپروتئین (معمولا گروه 

افتد. تشکیل اتفاق می 3انتهایی) با گروه کربوکسیل انتهایی بسیارقندي
بسیارقندي (گلیکوپروتئین) براسـاس تشـکیل بـاز    –کونژوگه پروتئین

شیف (با آزاد کردن یک مولکول آب) و تغییر آرایـش آمـادوري طـی    
رد استوار است. در این واکنش چندین متغیر ماننـد دمـا،   واکنش میلا

قنـدي،  هاي ذاتی پروتئین و قند (تک، فعالیت آبی، ویژگیpHزمان، 
دوقندي و بسیارقندي) و نیز نسبت گروه آمین به قنـد احیاکننـده در   
بازدهی و نوع محصول واکنش میلارد تاثیرگذار هستند که در نهایت 

هـاي  ایی، سـاختار و عملکـردي پـروتئین   هاي فیزیکوشیمیدر ویژگی

                                                        
 دانشکده غذایی، صنایع و علوم گروه ،استاد و دکتري آموختهدانش ترتیببه -2و  1

  تربیت مدرس تهران، تهران. دانشگاه کشاورزي،
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3 Polysaccharide 

). مطالعـات  Liu et al., 2012; Kato, 2002اصلاح شـده موثرنـد (  
اند که ایجـاد گلیکـوپروتئین منجـر بـه افـزایش حلالیـت       نشان داده
ــروتئین ــی آن پ ــت حرارت ــزایش مقاوم ــا، اف ــی  ه ــزایش ویژگ ــا، اف ه
 کننـدگی، افـزایش فعالیـت   کنندگی، افـزایش ویژگـی کـف   امولسیون

هاي بافتی اکسیدانی، افزایش فعالیت ضدمیکروبی و بهبود ویژگیآنتی
  ). Liu et al., 2012( شودمی

براي ایجاد پیوند کوالانسی بـا اسـتفاده از واکـنش مـیلارد بـین      
 4ها دو روش وجود دارد: واکنش به روش خشکپروتئین و بسیارقندي

اتصـال   . روش خشک امروزه براي ایجاد5و واکنش به روش مرطوب
طـور متـداول اسـتفاده    هـا بـه  ها و بسیارقنديکوالانسی بین پروتئین

بسـیارقندي بـا ایـن روش     –شود. براي تهیه کونژوگـه پـروتئین  می
هـاي  محلول هر یک از بسپارهاي زیسـتی تهیـه شـده و بـه نسـبت     

مختلفی با یکدیگر مخلوط شده و با روش خشک کردن انجمادي به 
درصد معمـولا   79حاصل در رطوبت نسبی  شود. پودرپودر تبدیل می

                                                        
4 Dry reaction 
5 Wet reaction 
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بینـد.  گراد براي مدت مشخصی حرارت مـی درجه سانتی 60در دماي 
لازم به ذکر است که مدت زمان لازم براي ایجاد واکنش میلارد بـه  

 ,O’Regan et al., 2009; Katoسـاختار پـروتئین بسـتگی دارد (   
واکـنش بـا   علاوه، در واکنش میلارد امکان کاهش زمـان  به). 2002

  ). Akhtar et al., 2003افزایش دما وجود دارد (
هـا بـه   گونه که اشاره شد یکی از مزایاي اتصال بسیارقنديهمان

هاسـت. ایـن   کننـدگی پـروتئین  ها افزایش ویژگی امولسـیون پروتئین
طـور  هاي داراي دو سر قطبی، بهعنوان مولکولبسپارهاي زیستی، به

کننده مورد اسـتفاده قـرار   نوان امولسیونعوسیعی در صنایع غذایی به
، دما، قدرت یونی و pHگیرند؛ اما، تغییر شرایط محیطی مانند تغییر می

هاي بر پایه پـروتئین  تواند پایداري امولسیونانجمادزدایی می–انجماد
تـوان  را تحت تاثیر قرار دهد. لـذا، بـه واسـطه واکـنش مـیلارد مـی      

ها به علت عدم برخورداري از فعالیت هایی را که بیشتر آنبسیارقندي
ــه ســطحی مناســب فاقــد ویژگــی امولســیون  کننــدگی هســتند را ب

ها در سطح واسطه این مولکولهاي پروتئین متصل نمود تا بهمولکول
مشترك روغن و آب قرار گیرنـد و بـا افـزایش ضـخامت لایـه بـین       
سطحی و در برخی مـوارد بـا افـزایش دافعـه الکترواسـتاتیک سـبب       

 ,McClementsهـاي امولسـیونی شـوند (   افزایش پایـداري سـامانه  
2005.(  

منظـور ایجـاد   هاي متعددي بهها و بسیارقنديتاکنون از پروتئین
هــاي منظــور افــزایش ویژگــیبســیارقندي بــه –کونژوگــه پــروتئین

عنـوان مثـال از:   ها استفاده شده اسـت، بـه  کنندگی پروتئینامولسیون
)، Akhtar et al., 2003می و دکسـتران ( هـاي سـر  ایزوله پـروتئین 

-)، بتـا Xu et al., 2012هـاي سـرمی و پکتـین (   ایزولـه پـروتئین  
)، پروتئین گنـدم  Wooster et al., 2006دکستران (–لاکتوگلوبولین

)، Wong et al., 2011دآمیـده شـده و گلـوکز یـا مالتودکسـترین (     
صـمغ   )،O’Regan et al., 2009مالتودکسـترین ( –کازئینات سـدیم 

 هـاي سـرمی  پـروتئین ایزولـه   یـا  لاکتوگلوبـولین و -بتـا  و فیبر ذرت
)Yadav et al., 2010هاي آب پنیر و نشاسته (صادقیان و )، پروتئین

 ,.Chen et alمرغ و دکستران ()، فسویتین زرده تخم1392همکاران، 
ــا2014 ــدي  -)، بت ــک قن ــولین و ت ــه   لاکتوگلوب ــش کربن ــاي ش ه

)Cheetangdee et al., 2014ــروتئین ــه پ ــویا و )، ایزول ــاي س ه
)، آنزیم لیزوزیم و Yang et al., 2015هاي محلول سویا (بسیارقندي

لاکتوگلوبولین و صـمغ  -) و بتاKoshani et al., 2015تراگاکانتین (
). با توجه به اینکه در پژوهش حاضـر  Golkar et al., 2015فارسی (

ارسی) براي اتصال بـا  هاي بومی ایرانی (کتیرا و صمغ فعملکرد صمغ
هاي شیر مورد مقایسه قرار گرفت در ادامه به معرفی اجمـالی  پروتئین

 شود.ها پرداخته میاین صمغ
 دست آمده از ساقه نوعی گـون عصاره خشک شده به کتیراصمغ 

 طور طبیعیبه بوده که این گیاه )Astragalus(آستراگالوس  جنساز 

. نمایـد رشد مـی  کشورهاي دیگر در مناطقی از ایران، ترکیه و بعضی
عنوان یک ماده غذایی به امریکا توسط سازمان غذا و دارويصمغ این 
کننـده و  عنـوان پایدارکننـده، امولسـیون   شـده و بـه  بندي طبقه سالم
بهداشـتی کـاربرد    -هنده در صنایع غذایی، داروسازي و آرایشیدقوام

ن) و نـامحلول در  هاي محلول (تراگاکانتیدارد. این صمغ داراي بخش
ــورین) مــی  ــته    آب (باس ــه بخــش محلــول آن در دس ــد ک  باش

 ;Azarikia et al., 2010هیدروکلوئیدهاي داراي بار منفی قرار دارد (
Weiping et al., 2000.(  

صمغ فارسی صمغی است شفاف کـه از درخـت بـادام کـوهی از     
ه این ترین تولیدکنندآید و ایران عمدهبه دست می 1خانواده گلسرخیان

صمغ فارسی است. قیمت صمغ فارسـی در مقایسـه بـا صـمغ کتیـرا      
 7/88تر است. این بسـیارقندي تقریبـا داراي   طور چشمگیري پایینبه

درصد اورونیک اسید است که شاخه اصلی آن از  10درصد قند کل و 
آرابینوز ساخته شده است. همانند صـمغ   گالاکتوز: 1:2نسبت تقریبی 

دو بخش محلول و نامحلول در آب تشکیل شـده   کتیرا، این صمغ از
وزنی صمغ فارسی را به خود  درصد وزنی/ 70و  30ترتیب است که به

دهند. منطقه جغرافیایی رویش و رنگ صمغ بـر برخـی   اختصاص می
 ;Abbasi et al., 2015هاي فیزیکوشیمیایی صمغ تاثیر دارد (شاخص

Fadavi et al., 2014 .(  
یافتن شرایط بهینه تولید گلیکـوپروتئین   هدف از پژوهش حاضر،

هـاي بـومی ایرانـی (ایزولـه     بخش محلول صـمغ –هاي شیرپروتئین
–)، کازئینات سـدیم WPI–SFGTتراگاکانتین (–هاي سرمیپروتئین

بخش محلول –هاي سرمی)، ایزوله پروتئینCN–SFGTتراگاکانتین (
بخش محلول صمغ –) و کازئینات سدیمWPI–SFPGصمغ فارسی (

)) بـه روش مـیلارد خشـک و بررسـی کـارایی      CN–SFPGارسی (ف
هاي آب در هاي حاصل به منظور افزایش پایداري امولسیونکونژوگه

علاوه، این مطالعه امکان مقایسه عملکرد بخش محلول روغن بود. به
 هاي شیر میسر ساخت. دو صمغ بومی را در اتصال به پروتئین

  
  هامواد و روش

از شـرکت   2اي سرمی شیر با نام تجـاري بیپـرو  هایزوله پروتئین
ترتیب شامل دیویسکو امریکا تهیه شد که طبق گزارش تولید کننده به

درصد پـروتئین، چربـی،    4/0±2/0و  2/0±0/2، >5/0، 3/0±6/97
) نیـز از  m0130Vlot 100خاکستر و لاکتور بود. کازئینـات سـدیم (  

ــه شــد.  ــه  شــرکت ســیگما تهی ــواري (گون ــراي ن ــتکتی راگالوس آس
هاي عطاري سنتی تهران خریـداري شـد و   ) از فروشگاه3گوسیپینوس

، پـودر  60پس از آسیاب کردن و عبور دادن الک آزمایشگاهی شماره 
                                                        
1 Rosaceae 
2 BiPRO® Whey protein isolate 
3 A. gossypinus 
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حاصل براي انجام آزمایشات مورد استفاده قرار گرفت. صمغ فارسـی  
شـرقی)  هاي ارسباران در استان آذربایجـان (جمع آوري شده از جنگل

تبدیل شد. در ضمن، هیدروکسید سدیم،  ورت به پودرنیز به همان ص
اسید کلریدریک و سدیم آزاید مورد استفاده از شرکت مـواد شـیمیایی   
مرك آلمان تهیه گردید. تري سدیم فسفات از شرکت فیشر (سـاخت  

از آب امریکا) و سایر مواد شـیمیایی از شـرکت سـیگما تهیـه شـدند.      
 شد. ها استفادهدیونیزه براي تهیه نمونه

  
هاي شیر و بخش واکنش میلارد به روش خشک بین پروتئین

  هاي بومیمحلول صمغ
هـاي بـومی در   ها به روش خشک، ابتدا صمغبراي تهیه کونژوگه

) حل و به مدت یک شب، جهت pH=7مولار ( 1/0بافر فسفات سدیم 
گیري کامل در یخچال نگهداري شدند. براي جداکردن فاز محلول آب

دقیقه و کتیرا  20ها از سانتریفوژ (صمغ فارسی به مدت نو نامحلول آ
)) استفاده شـد.  g20379دور در دقیقه ( 14000دقیقه در  45به مدت 

وزنی) نیز با حل کردن پودر  درصد وزنی/ 3ها (محلول غلیظ پروتئین
دست آوردن محلول کازئینات سدیم ها در بافر تهیه گردید. براي بهآن

 14000دقیقه در  30لول، پراکنش حاصل به مدت عاري از ذرات نامح
درصد وزن کل  80که  دور در دقیقه سانتریفوژ و از بخش محلول آن،

خـود اختصـاص داده بـود، اسـتفاه شـد. پـس از تهیـه        پروتئین را بـه 
هایی که در ادامـه  ها مطابق نسبتها و بسیارقنديها، پروتئینمحلول

زدن پس از هم ) و1ند (جدول اشاره خواهد شد با یکدیگر مخلوط شد
هـاي پلاسـتیکی   دور در دقیقه)، داخـل فـالکون   300در  ساعت یک(

کن انجمادي گراد) و در پایان توسط خشکدرجه سانتی -80منجمد (
با استفاده  هاکن انجمادي، نمونهخشک شدند. پس از خروج از خشک

 یـزر از هاون آزمایشگاهی پودر شده و بـراي آزمایشـات بعـدي در فر   
ــه منظــور ای گــراد)ســانتی -22( ــهاد جــنگهــداري شــدند. ب     کونژوگ

اي شیشـه هـاي  پلیـت  وندر پودرهاي حاصل بسیارقندي، –پروتئین
. قرار داده شدندگراد درجه سانتی 60چیده شده و در آون  دسیکاتور داخل

 درصـد، دسـیکاتور   79جهت تامین رطوبت نسـبی  لازم به ذکر است که 
 )آب مقطـر  لیتـر میلی 1 ه ازاءب نمک گرم 37/0( اشباع حاوي کلرید سدیم

روز قبـل  از  ، دسـیکاتورها دسیکاتور داخل هواي لداد تعاجمنظور ای. بهبود
جـایی کـه بـراي    گـراد) نگهـداري شـدند. از آن   درجه سانتی 60 ( در آون

سازي میزان واکنش میلارد از روش سطح پاسخ استفاده شـد مـدت   بهینه
 بود. 1ها طبق جدول ت روي نمونهزمان اعمال حرار

  
  ات محصولات حاصل از واکنش میلاردیبررسی خصوص

سنجی بـا  با روش رنگها ) در نمونه–2NHآزاد ( آمین هايگروه
 ;Muppalla et al., 2012( هیدرین تعیین شدندنین استفاده از معرف

Doi et al., 1981ي هـا گیري گروه)، با این آزمون که قادر به اندازه

هـاي آمـین آزاد بـا    گـروه  ین بـود درصـد جـایگزینی   آم -εو  -αآزاد 
) پس از قرائت میزان جذب نمونـه  %DSمحصولات واکنش میلارد (

نورســنج نــانومتر بـا اسـتفاده از دســتگاه طیـف    570(در طـول مـوج   
) و 0Aمرئی) قبل از اعمال حرارت طـی واکـنش مـیلارد (   –فرابنفش

) بـا  1Aدهـی اسـت (  عمـال حـرارت  میزان جذب همان نمونه بعد از ا
  ):Li et al., 2013; 2009استفاده از معادله زیر محاسبه گردید (

)1  (                       ) × 1000)/A1A-0DS (%) = ((A  
  

دستگاه  واکنش میلارد از ازقبل و بعد ها براي بررسی رنگ نمونه
ره نمـودن  منظـور کـالیب  ) استفاده شد که بـه رستون، امریکاهانترلب (

، =*23/92Lدستگاه از صفحات سرامیکی سفید و سیاه استفاده شـد ( 
29/1- a*= 19/1b*=.( صـورت  مقادیر رنگ بهL*   ،(روشـنایی)a* 

میـزان تغییـرات   ) بیان شـدند.  تا آبی (زردي *b) و تا سبزي (قرمزي
دهی توسط فرمول زیـر محاسـبه گردیـد    ) پس از حرارت*ΔEرنگ (

)Chung et al., 2015:(  
)2    (                     1/2)2*b+ Δ 2*a+ Δ2 L*= (ΔΔE* 

  
  تهیه امولسیون با استفاده از محصولات حاصل از میلارد خشک

ــه     ــی از کونژوگـ ــدار مشخصـ ــیون مقـ ــه امولسـ ــراي تهیـ          بـ
گـرم آب   50دهی خشـک بـه   بسیارقندي حاصل از حرارت–پروتئین

 درصد وزنی/ 4/0گردید که دیونیزه اضافه شد (مقدار طوري محاسبه 
ها ها وجود داشته باشد تا امولسیونوزنی پروتئین در تمامی امولسیون

زن زدن با استفاده از همبا نمونه شاهد قابل مقایسه باشند). پس از هم
گیري کامـل در  ساعت، براي اطمینان از آب 5/1مغناطیسی به مدت 

 4ي شـد. سـپس،   گراد به مدت یک شب نگهداردرجه سانتی 4دماي 
گرم روغن آفتابگردان و نیز آب دیونیزه براي رسـاندن وزن کـل بـه    

زن مغناطیسی بـا سـرعت   در ادامه توسط همگرم اضافه شدند و  100
 زده شــد. فراینــد پــیشدقیقــه هــم 5دور در دقیقــه بــه مــدت  400

اسـتاتور، التراتـوراکس   -سـاز روتـور  سازي با استفاده از همگـن همگن
)WiseTis®HG-15D 3مـدت  دور در دقیقه بـه  4000) در ، آلمان 

سـپس   صورت گرفت. دقیقه 1مدت دور در دقیقه به 10000دقیقه و 
 Misonixساز فراصـوت ( هاي ریز از همگنبراي دستیابی به گویچه

sonicator ،4000 (دقیقـه  4درصد بـه مـدت    100در شدت ، آمریکا 
تنظـیم   7و  5، 3هاي pHها در امولسیون pHنهایت، در . استفاده شد

منظور جلوگیري از وزنی) به درصد وزنی/ 04/0ید (اگردیده و سدیم آز
 ـ. ها اضافه شدرشد میکروبی به امولسیون تعیـین پایـداري    منظـور هب

هـاي  لیتر از امولسیون تهیـه شـده داخـل لولـه    میلی 12، هاامولسیون
 30مـدت  گراد) بهدرجه سانتی 4منتقل و در یخچال (دماي  ايشیشه

با استفاده از رابطه زیـر   1روز نگهداري شد. اندیس پایداري امولسیون
                                                        
1 Emulsion stability index 
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ارتفاع  SHارتفاع کل امولسیون و  EHکه در این رابطه  محاسبه گردید
  :)Azarikia et al., 2016( فاز سرمی است

)3             (                   ) × 100E/HSH-EESI = (H  
 

  هاداده تجزیه و تحلیل آماري
از  بسیارقندي –پروتئین کونژوگهبراي تعیین شرایط بهینه ایجاد 

کل شاستفاده شد.  2و طراحی مرکب مرکزي 1طرح آماري سطح پاسخ
 اسـت  3طراحی مرکب مرکزي محیطی ،اصلی طراحی مرکب مرکزي

به روش مـیلارد بـا    کونژوگهسازي ایجاد که این طراحی براي بهینه
. اثـر متغیرهـاي   مورد استفاده قرار گرفتدو متغیر مستقل مطالعه اثر 

ــامل:   ــتقل ش ــیارقندي) و   ( 1Xمس ــبت پروتئین:بس ــان  2Xنس (زم
  .) مورد بررسی قرار گرفت1سطح (جدول  5دهی) در حرارت
 کونژوگـه هاي آزمایش براي تشکیل تعداد نمونه 2طابق جدول م

ین مورد بود که در ا 11بسیارقندي برابر  –هر یک از ترکیبات پروتئین
آزمون تکرار در نقطه مرکزي بودند و این نقاط براي تخمـین   3میان 

یـزان  دست آمده (مهاي بهمیانگین پاسخ .خطاي آزمایش استفاده شدند
مرتبـه تکـرار هـر آزمـایش      2) از و میزان تغییر رنگ آزاد آمین جایگزینی

لـه  و نتایج آزمون بر اسـاس معاد  بوده )Yعنوان متغیر وابسته یا پاسخ (به
   :درجه دوم زیر تحلیل گردید

Y= β0 + β1x1+ β2x2 + β3x12 + β4x22 + β5x1x2             (4)  
= ضـریب ثابـت،   0βبینی شده، = پاسخ پیشYکه در این فرمول 

1β  2وβ ،3= اثــرات خطــیβ  4وβ 5= اثــر مربعــات وβ اثــر متقابــل =
ت آوردن دسمنظور تجزیه و تحلیل اطلاعات، بهدر ضمن، به. باشندمی

 ضرایب مدل و رسـم نمودارهـاي مربـوط بـه روش سـطح پاسـخ از      
هـاي ایـن   تمـامی آزمـون   استفاده شـد.  )1/8افزار مطلب (نسخه نرم

  پژوهش حداقل دوبار تکرار شدند
  

  نتایج و بحث
–دهی خشک بـراي ایجـاد کونژوگـه پـروتئین    اعمال حرارت

  بسیارقندي

شد از دو مدت زمان ها اشاره گونه که در بخش مواد و روشهمان
هـاي بـومی بـا ایزولـه     مختلف براي ایجاد واکنش میلارد بین صمغ

هاي کروي) و کازئینات سدیم (پروتئین هاي سرمی (پروتئینپروتئین
با ساختاري نسبتا باز) استفاده شد که دلیل این مطلب، تفاوت در شکل 

صورت تر ها بود، چرا که طبق مطالعاتی که پیشفضایی این پروتئین
هاي پروتئین و نیـز وزن مولکـولی   گرفته است شکل فضایی مولکول

بسیارقندي نقش مهمی را در ایجاد کونژوگـه بـه روش مـیلارد ایفـا     
                                                        
1 Response surface methodology 
2 Central composite design 
3 Central composite circumscribed 

  ).Liu et al., 2012; Wooster et al., 2007کند (می
دهی نشان داده شده است اعمال حرارت 1همانگونه که در شکل 

هاي متمایل به زرد ا به رنگهبه روش خشک سبب تغییر رنگ نمونه
دهنـده  ها از سفید به زرد نشاناي شده است. تغییر رنگ نمونهو قهوه

اي هاي بعدي مربوط به قهـوه تشکیل محصولات آمادوري و واکنش
 ,.Koshani et al., 2015; O’Regan et alشدن غیر آنزیمی است (

2009.(  
  
  سازي میزان واکنش میلارد به روش خشکبهینه
هاي آمین آزاد روش متداولی براي تخمین پیشـرفت  یین گروهتع

ها به توان میزان اتصال پروتئینواکنش میلارد است. با این آزمون می
هـاي  کاهش میـزان گـروه   طریق ) ازکونژوگهها (تشکیل بسیارقندي
. )Wang et al., 2012; Guan et al., 2010پـی بـرد (  آمـین آزاد  

اساس مدل طرح مرکـب مرکـزي بـا دو    ها برطراحی آزمون 3جدول 
 نتایج ) به همراهدهیحرارت بسیارقندي و زمان :(نسبت پروتئین متغیر

هاي آمین آزاد و میزان تغییـر رنـگ) را بـراي    درجه جایگزینی گروه(
هـاي بـومی نشـان    بخش محلول صـمغ –هاي شیرپروتئین کونژوگه

هـاي  گـروه دهد. لازم به ذکر است که در مورد درجـه جـایگزینی   می
اي با بیشینه ایـن پاسـخ بـود؛ در    آمین آزاد هدف رسیدن به محدوده

که، در مورد میزان تغییر رنگ، هدف رسیدن به محدوده کمینـه  حالی
این پاسخ بود تا رنگ محصول تا حد امکان تحت تاثیر قـرار نگیـرد.   

هـاي داراي  هـاي آمـین آزاد در نمونـه   مقایسه درجه جایگزینی گروه
تین و بخش محلول صمغ فارسـی نشـان داد کـه در حضـور     تراگاکان
هـاي داراي بخـش   هاي یکسان، میزان جایگزینی در نمونـه پروتئین

و شکل  3محلول صمغ فارسی بیشتر از تراگاکانتین بوده است (جدول
). توانایی بیشتر بخش محلول صمغ فارسی براي برقـراري اتصـال   2

از سه تفاوت در ساختار این ها ممکن است ناشی کوالانسی با پروتئین
 دو صمغ بومی باشد. 

ــالا  ــترشــاخهاول اینکــه، احتم ــانبی بیش ــاي ج ــاختار  يه در س
وجود داشته که  تراگاکانتین در مقایسه با بخش محلول صمغ فارسی

هاي جانبی از طریق پس از اتصال پروتئین به بسیارقندي، تراکم شاخه
 ـدافعه فضایی از ایجاد واکنش وگیري کـرده اسـت. در   هاي بعدي جل

مورد ساختار صمغ کتیرا و تراگاکـانتین گفتـه شـده اسـت کـه داراي      
هاي جانبی بسیاري هستند و در مدل ارایه شـده بـراي سـاختار    شاخه

هاي سازنده شاخه اصلی تقریبا به طور یک در میـان  قنديکتیرا، تک
 Tischer et al., 2002; Weiping etداراي شاخه جانبی هسـتند ( 

al., 2000.(   در مورد ساختار صمغ فارسی اشاره شده است که شـاخه
ساخته شده و حضور  1:2اصلی از گالاکتوز و آرابینوز با نسبت تقریبی 

) در 1–3) و آرابینوفورانوزیـل ( 1–6بقایاي قندي گالاکتوپیرانوزیـل ( 
  ).Abbasi et al., 2015هاي جانبی اثبات شده است (شاخه
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هـاي  حضور شـاخه  دهند کهیز نشان مین  طبق مطالعات پیشین
به کندتر شدن سرعت واکنش میلارد  هاجانبی در ساختار بسیارقندي

 ). Xu et al., 2010; Dunlap et al., 2005شود (منجر می

  .هانمایش متغیرهاي مستقل فرایند و مقادیر آن - 1 جدول
  سطوح    علائم  

  +Uncoded  Coded    41/1-  1-  0  1+  41/1  متغیرهاي مستقل
  1X 1x    59/1:1  1:2  1:3  1:4  41/1:4  (وزنی/وزنی) نسبت بسپارهاي زیستی
  2X 2x    36/2  4  8  12  64/13  1زمان (روز)

  2X  2x    18/2  3  5  7  82/7  2زمان (ساعت)
 هاي سرمی شیر بود.هاي تهیه شده از پروتئینزمان برحسب روز متغیرمستقل براي نمونه

 هاي تهیه شده از کازئینات سدیم بود.راي نمونهزمان برحسب ساعت متغیرمستقل ب
  

  با دو متغیر يآزمون براساس مدل طرح مرکب مرکز یطراح شینما - 2جدول 
  مقادیر متغیرها  

  شماره آزمون
1x  2x  

1  1 -  1 -  
2  1 -  1+  
3  1+  1 -  
4  1+  1+  
5  41/1 -  0  
6  41/1+  0  
7  0  41/1 -  
8  0  41/1+  
9  0  0  
10  0  0  
11  0  0  

  
 

  

  

تیمار هر سامانه از چپ به راست نمایش  11ها قبل (ردیف بالا) و بعد (ردیف پایین) از تیمار حرارتی به روش خشک. شکل ظاهري نمونه - 1شکل 
بخش محلول صمغ فارسی، (ج) کازئینات –هاي سرمیوله پروتئینبخش محلول صمغ فارسی، (ب) ایز–اند. (الف) کازئینات سدیمداده شده

  ن.تراگاکانتی–هاي سرمیایزوله پروتئین تراگاکانتین و (د)–سدیم
  

دومین علت تفاوت عملکرد بخش محلول صمغ فارسـی ممکـن   
بخش محلول صمغ فارسـی و   وزن مولکولیاست ناشی از تفاوت در 

هـا بـا وزن مولکـولی    ارقنديبسـی شود که گفته می تراگاکانتین باشد.
 Liu etکننـد ( شرکت می میلارد بالاتر با سرعت کمتري در واکنش

al., 2012; Kato, 2002(افزایش وزن  با اند که. محققان اشاره کرده
 ).Li et al., 2009یابـد ( نی کاهش مییدرجه جایگز ،مولکولی قندها

   هـاي نپـروتئی  کونژوگـه گزارش شده اسـت کـه در ایجـاد    چنین، هم
تر دکستران درصورت استفاده از دکستران با وزن مولکولی پایین–شیر

 (د)

 (الف)

 (ج)

 (ب)
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بیشـتري در مقایسـه بـا اسـتفاده از      کونژوگـه دالتون) مقدار  10000(
 شـده اسـت  دالتون) تولیـد   20000تر (الادکستران با وزن مولکولی ب

)Jimenez-Castano et al., 2007 .(هـر  هاي پیشـین،  طبق بررسی
بیشتر باشد زمان لازم براي تشکیل باز  بسیارقندي ولیچه وزن مولک

رو، سـرعت  ؛ از ایـن )Zhu et al., 2010شیف نیز بیشتر خواهد بـود ( 
اي شدن بـا افـزایش وزن مولکـولی کـاهش     تشکیل کونژوگه و قهوه

در مورد وزن مولکولی تراگاکانتین اشاره  ).Xu et al., 2010یابد (می
) و  1993et alHoagland ,.( 02/5×510شده اسـت کـه مقـدار آن    

). اگرچه  2006et al.Mohammadifar ,(باشد دالتون می 6/1×610

وزن مولکولی بخش محلول صمغ فارسی در منابع یافت نشـد تـا بـا    
) 1تراگاکانتین مورد مقایسه قرار گیرد، ولی در مورد صمغ فارسی (درجه 

تـون اسـت   دال 74/4×610اشاره شده اسـت کـه داراي وزن مولکـولی    
)Fadavi et al., 2014  این در حالی است که وزن مولکولی صـمغ .(

 ). Balaghi et al., 2010کیلودالتون ذکر شده است ( 840کتیرا 
تواند مربوط بـه سـاختار فضـایی ایـن بسـپارها      سومین علت می

ها مربوط باشد. انعطاف ناپـذیر  پذیر بودن) آن(سخت بودن یا انعطاف
اکـــانتین قـــبلا بـــه اثبـــات رســـیده اســـت بـــودن ســـاختار تراگ

)Mohammadifar et al., 2006.( 
  

درجه ( نتایج همراهپروتئین به بسیارقندي و زمان) به(نسبت  ها براساس مدل طرح مرکب مرکزي با دو متغیرنمایش طراحی آزمون - 3جدول 
 هاي بومی.بخش محلول صمغ–هاي شیرنژوگه ایزوله پروتئینبراي تشکیل کو ))2Y) و میزان تغییر رنگ (1Yهاي آمین آزاد (جایگزینی گروه

  نتایج آزمون    
  SFPG–WPI  SFGT–WPI  CN–SFPG SFGT–CN  کد متغیرها  

 1x 2x  آزمون
1Y 2Y  1Y  2Y  1Y 2Y 1Y  2Y  

1  1 -  1 -  62/1±56/16  50/18  32/0±26/9  73/6  88/0±65/18  99/12  88/0±14/7  68/6  
2  1 -  1+  18/1±35/30  75/19  61/0±75/14  88/6  65/0±42/33  07/24  97/0±78/20  25/17  
3  1+  1 -  29/0±19/14  85/17  83/0±94/10  45/9  91/1±62/15  42/10  62/0±26/7  41/6  
4  1+  1+  19/1±24/26  73/16  92/0±15/17  75/10  43/2±16/25  61/15  87/0±45/18  13/14  
5  41/1 -  0  70/1±37/32  91/21  19/0±03/13  82/8  89/0±31/29  90/19  57/0±87/15  86/6  
6  41/1+  0  57/0±67/24  05/18  58/0±61/12  12/11  50/1±32/21  08/21  59/0±26/14  70/7  
7  0  41/1 -  04/2±49/10  18/15  37/0±34/10  46/7  78/1±80/16  29/10  73/0±16/10  10/6  
8  0  41/1+  63/0±52/23  65/13  68/0±82/19  67/14  54/0±07/33  54/22  79/1±95/21  58/15  
9  0  0  56/0±23/19  08/18  74/0±33/15  86/9  69/0±01/28  13/15  34/1±76/13  12/7  
10  0  0  42/0±57/21  96/16  12/0±13/14  45/8  51/0±52/28  37/17  59/0±31/17  03/8  
11  0  0  39/0±06/20  69/14  30/0±72/14  44/11  48/1±06/26  39/18  44/0±23/16  41/7  

  
نتـایج  دوم زیـر کـه از   اي درجـه  چند جملـه  هاي)ها (مدلهمعادل

هـاي  سازي درجه جایگزینی گروهبراي آزمایش بهینهتجزیه واریانس 
درجـه  ( ارتباط متغیرهاي مستقل را با پاسخ انددست آمدهبه آمین آزاد
بخش محلول صمغ –هاي سرمی) ایزوله پروتئین1) براي (جایگزینی
لـه  ) ایزو3بخش محلول صمغ فارسی (–)، کازئینات سدیم2فارسی، (
تراگاکـانتین  –) کازئینات سدیم4تراگاکانتین و (–هاي سرمیپروتئین

  دهند.نشان می
Y=40/664–24/708x1+3/6015x2+3/9009x12–

0/11811x22 – 0/10875x1x2                                                      (5)      
Y=-9/8271+7/9309x1+8/9526x2–1/3439x12–

0/4467x22 – 0/5288x1x2                                                              (6)       
Y=-2/7402+7/2313x1+0/7062x2–1/1923x12–

0/0035x22 + 0/045x1x2                                            (7)      
Y=-10/701+6/354x1+4/5159x2–0/8974x12–

0/09986x22 – 0/30625x1x2                                                          (8)       

سازي درجـه  براي آزمایش بهینهتجزیه واریانس حاصل از  نتایج
هاي ارایه شده براي هاي آمین آزاد نشان داد که مدلجایگزینی گروه

هـاي بـومی   بخش محلـول صـمغ  –هاي شیرهر چهار حالت پروتئین
) 2R ≤ 9/0)، داراي ضـریب تعیـین بـالایی (   p>05/0دار بوده (معنی
دار ) نیز در هر چهار ترکیب معنیLack of fitدوري از برازش (و  بوده

توانند دست آمده میهاي بهاند). لذا، مدلها نشان داده نشدهنبود (داده
گـویی درجـه جـایگزینی در محـدوده متغیرهـاي مسـتقل       براي پیش

دار بودن ضـرایب  مقادیر معنی آزمایش شده مورد استفاده قرار گیرند.
بخـش   –هاي سرمیزوله پروتئینبراي ایهمبستگی نیز نشان داد که 

بسـیارقندي و   محلول صمغ فارسی، تابع درجه اول نسـبت پـروتئین:  
هـاي آمـین   دار بر درجه جایگزینی گروهدهی تاثیر معنیزمان حرارت

عبارت دیگـر،  . بهاند)ها نشان داده نشده) (داده>05/0p(اند آزاد داشته
و معکـوس بـین   دست آمده یک رابطـه خطـی   با توجه به ضرایب به

نسبت پروتئین:بسیارقندي و درجه جایگزینی و نیز یک رابطه خطی و 
 دهی و درجه جایگزینی برقرار اسـت مستقیم میان مدت زمان حرارت
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دهی افزایش یابـد  که هرچه میزان بسیارقندي کاهش و زمان حرارت
یابد. بررسی اثر مربعات نیز حاکی از میزان درجه جایگزینی افزایش می

است که متغیرهاي مستقل به صورت تابع درجه دوم نیز بر میزان آن 
دهند که اثر متقابل چنین نشان میدرجه جایگزینی اثر دارند. نتایج هم

باشـد  دار نمـی این دو متغیر مستقل بر میزان درجه جـایگزینی معنـی  
)05/0p>.(  

تراگاکـانتین،  –ها، در مورد کازئینـات سـدیم  برخلاف سایر نمونه
دار نبـودن ضـرایب بـر میـزان درجـه      آزمایشات حاکی از معنی نتایج

هـاي  ). شاید سـاختار سـخت و داراي شـاخه   <05/0pجایگزینی بود (
جانبی زیاد تراگاکانتین از طریق ایجاد ممانعت فضـایی از اتصـال دو   

هیدرین توسط گروه آمین آزاد جلوگیري کرده است. ایـن  مولکول نین
کار رفتـه بـراي   زان آمین آزاد در روش بهگیري میاتصال اساس اندازه

هاي سنجش درجه جایگزینی است. بنابراین، شاید بهتر باشد در نمونه
هـا  گیري میزان آمین آزاد از سایر معرفداراي تراگاکانتین براي اندازه

) و تري نیترو بنزن سولفونیک اسید OPAآلدئید (دي فتال-مانند ارتو
)TNBS.تاثیر تغییر مقدار بسیارقندي و زمـان   2شکل  ) استفاده شود

هاي سطح پاسخ و صورت منحنیدهی بر درجه جایگزینی را بهحرارت
هاي بومی نشـان  بخش محلول صمغ–هاي شیرکانتور براي پروتئین

بخـش محلـول صـمغ    –هاي سـرمی پروتئیندهد. در مورد ایزوله می
رقندي شود که در یک نسبت ثابت پروتئین:بسـیا فارسی مشاهده می

وجـود رابطـه   شـود.  افزایش دما سبب افزایش درجـه جـایگزینی مـی   
تواند به باز دهی و درجه جایگزینی میمستقیم بین مدت زمان حرارت

هـاي سـرمی و در معـرض قـرار گـرفتن      شدن نسبی ساختار پروتئین
کـاهش  هاي فعال براي واکنش بـا بسـیارقندي مربـوط باشـد.     گروه
دهی در سایر تحقیقات نیز زایش زمان حرارتد با افهاي آمین آزاگروه

 ,.Koshani et al., 2015; Al-Hakkak et al مشاهده شده اسـت 
2010)( . 

گردد که در یک زمان ثابت، افزایش مقدار همچنین، مشاهده می
بسیارقندي در ابتدا تـاثیر کاهنـده روي درجـه جـایگزینی دارد، ولـی      

ایش درجـه جـایگزینی   افزایش بیشـتر مقـدار بسـیارقندي سـبب افـز     
علت برقرار بودن رابطه معکوس (تا یـک حـد مشخصـی از    شود. می

گونـه  توان ایـن بسیارقندي) بین بسیارقندي و درجه جایگزینی را می
هـاي جـانبی آن از   توجیه کرد که احتمالا تراکم بسیارقندي و شـاخه 

هـاي فعـال   طریق ممانعت فضایی از نزدیک شـدن و اتصـال گـروه   
چـه میـزان   کننـد. بنـابراین، هر  ي جلوگیري مـی بسیارقند پروتئین و

بسیارقندي کمتر باشد امکان ایجاد واکـنش مـیلارد بـین دو بسـپار     
گونه که اشاره شد پس از یک روند شود. ولی، همانزیستی بیشتر می

کاهشی، یک روند افزایشی در درجـه جـایگزینی بـا افـزایش مقـدار      
بعد از یک حد مشخص افـزایش   شود که احتمالابسیارقندي دیده می

  تراکم بسیارقندي احتمال برقراري اتصال را بالا برده است.
بخش محلـول صـمغ فارسـی در یـک     –در مورد کازئینات سدیم

مقدار ثابتی از بسیارقندي افزایش زمان سبب افزایش درجه جایگزینی 
خصـوص در مـدت   که، در یـک زمـان ثابـت (بـه    شده است. در حالی

ین) افزایش مقدار بسیارقندي تـاثیر چنـدانی بـر درجـه     هاي پایزمان
تـر افـزایش مقـدار    هاي طـولانی جایگزینی نداشت، هر چند در زمان

  بسیارقندي روند کاهشی بر درجه جایگزینی نشان داد.
علت این روند متفاوت (در دماهاي پایین) در مقایسـه بـا ایزولـه    

شی از تفاوت بخش محلول صمغ فارسی شاید نا–هاي سرمیپروتئین
هاي سرمی، ها باشد؛ چون برخلاف ایزوله پروتئیندر ساختار پروتئین

اي داشته و اتصال پروتئین و کازئینات سدیم تقریبا ساختاري تانخورده
ــا ســهولت بیشــتري انجــام مــی  ــذا، احتمــالا بســیارقندي ب ــرد. ل گی

دافعه فضایی از نزدیک شدن و هاي متصل شده از طریق بسیارقندي
هاي آمین آزاد پـروتئین جلـوگیري   ها به گروهل سایر بسیارقندياتصا
کنــد چـه مقــدار  و فرقــی نمـی  )Wong et al., 2011کننـد ( مـی 

هـاي  بسیارقندي در ابتدا اضافه شده باشد. در مـورد ایزولـه پـروتئین   
تراگاکانتین در یک نسبت پروتئین: بسیارقندي ثابت، افزایش –سرمی

ش درجه جایگزینی شد و در یـک زمـان   دهی سبب افزایزمان حرارت
تر افـزایش غلظـت بسـیارقندي    هاي کوتاهدهی ثابت، در زمانحرارت

تر بـا  هاي طولانیکه، در زمانتاثیر چندانی بر پاسخ نداشت. در حالی
افزایش غلظت بسیارقندي در ابتدا یک روند نزولی سپس صعودي در 

تراگاکانتین نیز –سدیم میزان جایگزینی مشاهده شد. در مورد کازئینات
دهـی  در یک نسبت پروتئین: بسیارقندي ثابت، افزایش زمان حـرارت 

افزایش درجه جایگزینی را به دنبال داشت. با این وجود، در یک زمان 
دهی ثابت، افزایش غلظت بسیارقندي تفاوت چندانی در میزان حرارت

 پاسخ ایجاد نکرد.
  

  ده به روش خشکهاي ایجاد شبررسی میزان رنگ کونژوگه
هـاي      پـروتئین  کونژوگـه میـزان رنـگ    ج حاصـل از مطالعـه  ینتا

هاي بومی قبل و بعد از اعمال حرارت نشان بخش محلول صمغ–شیر
و  *aو افـزایش   *Lداد که اعمال حرارت به روش خشک به کاهش 

b* اند).ها نشان داده نشدهمنجر شد (داده  
–تر نیز گزارش شده است که ایجاد کونژوگه کازئینات سدیمپیش

 Li etگردیـد (  *bو  *aو افـزایش   *Lکاهش مالتودکسترین سبب 
al., 2015; O’Regan et al., 2009.( انـد کـه   محققین تاکید کرده

بسیارقندي در بهبود عملکرد پـروتئین  –پروتئین کونژوگهگرچه ایجاد 
ده نبایستی رنگ محصول را تحت تاثیر موثر است، ولی رنگ ایجاد ش

دست آمده از بررسی ). طبق نتایج بهYadav et al., 2010قرار دهد (
بخـش محلـول صـمغ     –هاي سرمیایزوله پروتئینتغییر رنگ براي 

تواند براي پیشگویی میـزان تغییـرات رنـگ بـا     معادله زیر می فارسی
ش بـا ضـریب   استفاده از متغیرهاي مستقل در محـدوده مـورد آزمـای   

نتایج تجزیه () مورد استفاده قرار گیرد >0495/0pدرصد ( 95اطمینان 
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 اند)میزان تغییر رنگ آورده نشدهسـازي  آزمایش بهینـه دار بودن متغیرها براي و مقادیر معنی واریانس
  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

دهی بر میزان درجه جایگزینی زمان اثر نسبت پروتئین: بسیارقندي و زمان حرارتهاي سطح پاسخ و کانتور براي بررسی هممنحنی - 2شکل 
 باشد.قسمت پروتئین می 1ه ازاء هاي آمین آزاد. مقدار بسیارقندي در این شکل بگروه

بخش محلول صمغ فارسی)–هاي سرمی(ایزوله پروتئین  

بخش محلول صمغ فارسی)–(کازئینات سدیم  

)تراگاکانتین–هاي سرمی(ایزوله پروتئین  

تراگاکانتین)–(کازئینات سدیم  

 (الف)

 (ب)

 (ج)

 (د)
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دهی بر میزان تغییر رنگ. مقدار ان اثر نسبت پروتئین: بسیارقندي و زمان حرارتزمهاي سطح پاسخ و کانتور براي بررسی هم. منحنی3شکل 
  باشد.قسمت پروتئین می 1بسیارقندي در این شکل به ازاء 
  

Y=31/296–11/741x1+1/2133x2+1/9642x12–
0/051993x22– 0/14824x1x2                                                      (9)  

طی و درجه دوم نسبت پروتئین:بسیارقندي در مورد ایـن  اثرات خ
که، اثرات خطی و درجه دوم مدت زمـان  دار بود؛ در حالینمونه معنی

بسـیارقندي و مـدت زمـان     دهی و اثر متقابل نسبت پروتئین:حرارت

هـاي  داري بـر پاسـخ ندارنـد. در مـورد نمونـه     دهی تاثیر معنیحرارت
هـاي  ایزولـه پـروتئین  و  فارسی بخش محلول صمغ–کازئینات سدیم

دار دست آمده از لحـاظ آمـاري معنـی   بهتراگاکانتین معادلات –سرمی
تراگاکـانتین اگرچـه   –در رابطه با کازئینات سـدیم  ).<05/0pنبودند (
01025/0 p<جایی که دار بودن مدل بود، ولی از آندهنده معنینشان

بخش محلول صمغ فارسی)–(کازئینات سدیم  

تراگاکانتین)–هاي سرمی(ایزوله پروتئین  

تراگاکانتین)–(کازئینات سدیم  

بخش محلول صمغ فارسی)–هاي سرمی(ایزوله پروتئین  

 (الف)

 (ب)

 (ج)

 (د)
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اشد اسـتفاده از ایـن   بدار میدوري از برازش نیز از لحاظ آماري معنی
  باشد.مدل براي پیشگویی میزان پاسخ قابل اعتماد نمی

    هـاي  ایزولـه پـروتئین  رسـد جـز در مـورد    نظـر مـی  بنابراین، بـه 
 توان باها نمی، در مورد سایر نمونهبخش محلول صمغ فارسی–سرمی

هاي منحنی 3شکل اي میزان تغییر رنگ را تخمین زد. داشتن معادله
زمـان اثـر نسـبت پـروتئین:     و کانتور را براي بررسی هم سطح پاسخ

 دهنـد. دهی بر میزان تغییر رنگ نشان میبسیارقندي و زمان حرارت
هـاي آمـین آزاد بـا افـزایش     گران، کاهش در گروهپژوهشطبق گزارش 

 ).Li et al., 2013; Xu et al., 2010اي شدن همراه است (شدت قهوه
که اتصـال پـروتئین و بسـیارقندي از     از طرف دیگر، بیان شده است

اي نیز امکان دارد، زیرا طریق واکنش میلارد بدون مشاهده رنگ قهوه
افتـد و شـدت   این واکنش در مرحله ابتدایی واکنش میلارد اتفاق مـی 

 Lievonenاي لزوما ارتباطی با مقدار ایجاد کونژوگه ندارد (رنگ قهوه
et al., 2002.( 

 
یجاد شده بـه روش خشـک در پایـداري    هاي اتاثیر کونژوگه

  هاامولسیون
هاي تهیـه شـده بـا اسـتفاده از     میزان پایداري امولسیون 4 شکل

در  هـاي بـومی را  بخـش محلـول صـمغ   –هاي شیرکونژوگه پروتئین
pHمشـاهده گونـه کـه   دهد. همان) نشان می7و  5، 3مختلف ( هاي 

ــی ــیون م ــود امولس ــتفاده از   ش ــا اس ــده ب ــه ش ــاي تهی ــهکونژوه          گ
داراي پایداري کامـل   هاpHدر هیچ یک از ها بسیارقندي–هاپروتئین

هاي پروتئینایزوله هاي بر پایه امولسیون در کهنبودند. نکته جالب این
ها (داراي در شرایط یکسان با این امولسیون هاي شاهد)سرمی (نمونه

 7و  3ي هاpHدرصد پروتئین) در  4/0وزنی روغن و  درصد وزنی/ 4
کـه،  در حـالی  ؛)Azarikia et al., 2016( دیـده شـد   کامل پایداري
ها در این بسیارقندي به ناپایداري امولسیون –پروتئین کونژوگهحضور 

pH منجر شد. احتمالا بسیارقندي متصل شده بـه پـروتئین ماننـد    ها
چربـی  هـاي  ویچـه گریز پروتئین بـه گ هاي آبسدي از اتصال بخش

احتمال حبس ناپذیر تراگاکانتین نیز ساختار انعطاف ممانعت کرده است.
کنـد؛ لـذا،   را بیشـتر مـی   این بسـیارقندي ها در ساختار شدن پروتئین

علت ممانعت فضایی ایجاد شده پروتئین قادر نبود تا به خوبی نقش به
احتمالا همین حالت در مورد  کننده ایفا کند.عنوان امولسیونخود را به

هـاي جـانبی نیـز    رسی به علت داشـتن شـاخه  بخش محلول صمغ فا
اند که اتصـال  صادق باشد. سایر محققان نیز به این نکته اشاره داشته

توانـد بـه کـاهش عملکـرد پـروتئین در      بسیارقندي به پـروتئین مـی  
ــه  ــیون (ب ــازي امولس ــوص پایدارس ــایین pHدر خص ــه  پ ــر از نقط ت

د که احتمال گران گزارش کردنایزوالکتریک) منجر شود. این پژوهش
وقوع واکنش الکترواستاتیک بین بسپارهاي زیستی داراي بار مخالف 

شود که در سامانه دافعه الکترواسـتاتیک  ي اسیدي باعث میهاpHدر 
تري در مقایسه با حالتی است که پروتئین به تنهایی در لایـه  ضعیف

 Ettelaie etبین سطحی روغن و آب قرار دارد وجود داشـته باشـد (  
al., 2014مقایسه میزان ناپایداري در  ). در پژوهش حاضر نیزpHي ها

ها بیشترین میزان ناپایداري مختلف نشان داد که تقریبا در تمامی نمونه
پروتئین  pHکه در این جاییمشاهده شد. از آن pH 3ها در امولسیون

است، احتمالا واکنش ها pHداراي بار مثبت بیشتري در مقایسه با سایر 
هاي هاي داراي بار مثبت پروتئین و گروهواستاتیک قوي بین گروهالکتر
به حبس شدن بیشتر پروتئین  کهها ایجاد شده یل بسیارقنديکسکربو

هاي بسیارقندي منجر شده است و از اتصال پروتئین با داخل مولکول
سـازي  احتمـالا تهـی  نیز  pH 7عمل آمده است. در روغن ممانعت به

هـاي  علت حضور بسیارقنديبه )Depletion flocculation( تجمعی
هاي چربی مـوثر بـوده   اي شدن گویچهدر توده موجود در فاز پیوسته،

  .است
از دلایل احتمالی دیگر که ممکن است در عـدم پایـداري کامـل    

) الفتوان به این عوامل اشاره کرد: (می استها نقش داشته امولسیون
ها، کاهش کـارایی  بسیارقندياعمال فراصوت باعث شکستن ساختار 

) بها در ایجاد دافعه فضایی و نیز کاهش گرانروي شـده اسـت. (  آن
اعمال فراصوت بخشی از پیوند کوالانسی ایجاد شـده طـی واکـنش    
میلارد بین پروتئین و بسـیارقندي را شکسـته اسـت کـه البتـه ایـن       

   .هاي بیشتري داردنیاز به انجام بررسی اتموضوع
 اسـتفاده از کونژوگـه   مفیـد نبـودن  گري نیز بـر  گران دیپژوهش

. در ایـن  انـد تاکید داشتهها پایداري امولسیون بسیارقندي بر–پروتئین
راستا بیان شده است که وزن مولکولی بسیارقندي متصل شده نیز در 

ایجـاد  کـه،  طـوري  ؛ایجاد یا عدم ایجاد پایداري امولسیون نقش دارد
 50000کستران با وزن مولکولی بالا (آلبومین سرم گاوي با د کونژوگه

با  کونژوگهکنندگی را بهبود نداد، ولی ایجاد دالتون) ویژگی امولسیون
 بر پایـداري  دالتون) اثر مثبت 4000دکستران با وزن مولکولی پایین (

دکسـتران بـا    انـد کـه کونژوگـه   ابن محققـین گـزارش کـرده    .داشت
پذیر است بر رفتـار  نعطافکازئین که یک پروتئین مارپیچ تصادفی ابتا

انـدازه   مربوط به کنندگی پروتئین اثر منفی داشت. دلیل آنامولسیون
طور فضـایی  که به بوده استبزرگ دکستران متصل شده به پروتئین 

آب –گریز پروتئین به سطح مشترك روغـن هاي آبمانع اتصال گروه
شده و در نتیجه فعالیت سطحی پـروتئین و سـرعت جـذب سـطحی     

گروهی از  ).Dickinson et al., 1992( داده است آن را کاهش شدن
کنندگی در مراحل هاي امولسیونویژگیگران نیز معتقدند که پژوهش

اولیه واکنش میلارد افزایش یافتـه ولـی افـزایش زمـان و پیشـرفت      
 )Li et al., 2009تواند به کاهش این ویژگی منجر شود (واکنش می

گریـزي پـروتئین در اثـر پیشـرفت     بکه علت آن کاهش خاصـیت آ 
  ).Li et al., 2013واکنش است (

دسـت آمـده در ایـن    بـرخلاف نتـایج بـه   البته باید اشاره کرد که 
 کونژوگـه ها با اسـتفاده از  مطالعه، محققان افزایش پایداري امولسیون

 ,.Koshani et al(  اندگزارش کرده نیز ها راها و بسیارقنديپروتئین
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2015; Cheetangdee et al., 2014; Chen et al., 2014; 
Wong et al., 2011; Li et al., 2009; Wooster et al., 2007; 

2006; Neirynck et al., 2004 (.   ــاوت در روش ــالا تف احتم
هـاي  سازي طی تهیه امولسیون در تحقیـق حاضـر و پـژوهش   همگن

ذکر است پیشین یکی از دلایل عمده این اختلاف بوده است. لازم به 
هاي مختلف نیز حاکی از پایدار نبـودن در  pHکه بررسی پایداري در 

کـه، اسـتفاده از کونژوگـه ایزولـه     ها بـوده اسـت؛ طـوري   pHتمامی 
در پایداري  pH 5/5پکتین در تولید امولسیون در –هاي سرمیپروتئین

تاثیر مثبتی بر پایداري نداشته است  pH 4امولسیون موثر بود، ولی در 
)Neirynck et al., 2004.(  

  

 
  

    
هاي تشکیل شده به روش خشک. میزان روغن بسیارقندي–پروتئین کونژوگههاي تهیه شده با نمایش میزان پایداري امولسیون -4شکل 

ایزوله  کونژوگهدارد. الف)  درصد پروتئین وجود 4/0ها ها طوري محاسبه شد که در تمامی نمونهکونژوگهوزنی و مقدار  درصد وزنی/ 4آفتابگردان 
هاي ایزوله پروتئین کونژوگهبخش محلول صمغ فارسی، ج) –کازئینات سدیم کونژوگهبخش محلول صمغ فارسی، ب) –هاي سرمیپروتئین

  .  7هاش پ و  pH 5 ■، 3هاش پ □در این شکل:  تراگاکانتین.–کازئینات سدیم کونژوگهتراگاکانتین و د) –سرمی
 

  گیري نتیجه
هـاي  نتایج این پژوهش نشان داد که در ایجاد کونژوگه پروتئین

دهـی  هاي بومی هرچه مدت زمـان حـرارت  بخش محلول صمغ–شیر
بیشتر و نسبت بسیارقندي: پروتئین کمتر باشد پیشرفت واکنش میلارد 

بخش محلول صمغ فارسی) بیشتر –هاي شیرویژه در مورد پروتئین(به
به روش خشک در تراگاکانتین در مقایسه بود. پیشرفت واکنش میلارد 

با بخش محلول صمغ فارسی کمتر بود که علـت آن احتمـالا وجـود    

هاي جانبی، وزن مولکولی بیشتر و سـاختار سـفت تراگاکـانتین    شاخه
هـاي  پذیري از اتصـال است که از طریق دافعه فضایی و عدم انعطاف

هاي کونژوگه بعدي بین پروتئین و بسیارقندي جلوگیري نموده است.
هاي بومی قادر به پایدارکردن بخش محلول صمغ–هاي شیرپروتئین

سازي با امـواج  ها نبودند که علت آن ممکن است به همگنامولسیون
فراصوت، شکستن ساختار بسـیارقندي یـا اتصـال ایجـاد شـده بـین       
پروتئین و بسیارقندي بوده باشـد. همچنـین، احتمـالا بسـیارقندي از     

 (د) 

 (ب) 

(ج)    
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کردن پـروتئین و ایجـاد ممانعـت فضـایی، سـبب از      طریق محبوس 
گریـز پـروتئین بـراي اتصـال بـه      هـاي آب دسترس خارج شدن گروه

 هاي روغن شده است. مولکول
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Introduction: Maillard reaction is a well-known technique for covalent coupling of protein–polysaccharide which 

is usually used to improve the functional properties of proteins. Conjugation by the dry heating method is occurred 
during Amadori rearrangement step in the Maillard reaction where amine groups of the proteins are linked to the 
reducing end of the polysaccharides. This glycation process leads to the improvement of solubility, foaming and 
emulsifying properties of proteins (Liu et al., 2012). Protein-based emulsions are sensitive to pH and ionic strength 
alterations as well as heating and freezing–thawing processes. While, joining proteins to high molecular weight 
polysaccharides protects them against environmental stresses. A wide range of carbohydrates were already utilized to 
enhance the emulsifying properties of proteins–polysaccharides namely whey protein isolate–dextran (Akhtar et al., 
2003), β-lactoglobulin–dextran (Wooster et al., 2006), sodium caseinate–maltodextrin (O’Regan et al., 2009),  
deamidated wheat protein–maltodextrin or glucose  (Wong et al., 2011), whey protein isolate–pectin (Xu et al., 2012), 
yolk phosvitin–dextran (Chen et al., 2014), β-lactoglobulin–six-carbon monosaccharides (Cheetangdee et al., 2014), 
soy protein isolate–soy soluble polysaccharides (Yang et al., 2015), lysozyme–tragacanth (Koshani et al., 2015), and β-
lactoglobulin–Persian gum (Golkar et al., 2015). However, based on the existing literature, it seems that conjugation of 
Iranian native gums and proteins needs to be more attended to show their potential applications. Therefore, in this study, 
conjugate formation between milk proteins (sodium caseinate and whey protein isolate) and soluble fraction of Iranian 
native gums (gum tragacanth and Persian gum) was optimized using response surface methodology (RSM) and the 
resulting conjugates were used in emulsion formulation in order to compare protein capability before and after being 
attached to the gums.  

 
Materials and methods: Iranian native gums were pulverized and sieved (mesh size < 60) after being prepared 

from local herbal stores. To obtain protein–polysaccharide conjugates, dry heat treatment was accomplished at 60oC and 
79% relative humidity at different protein:polysaccharide ratios and heating times. Free amino group content was 
determined by the ninhydrin method described by Doi et al. (1981). To measure color changes before and after Maillard 
reaction, Hunter Lab was used. Besides, possibility of stabilizing oil-in-water emulsions using the conjugates was 
studied. Emulsions were formed by addition of oil phase (4% w/w) into protein–polysaccharide conjugates solution 
(0.4% w/w) following by ultrasound treatment (amplitude of 100%, for 4 min). Samples were kept at 4 oC for 30 days 
after adjusting the pH at 3, 5 and 7 to compare the effect of protein–polysaccharide conjugates on their stability at 
different protein charges. For optimization of Maillard reaction using RSM (central composite design), 
protein:polysaccharide ratio and heating time were selected as independent variable and were studied at 5 levels. The 
dependent variables were the substitution degree of free amino groups and color change.  

 
Results & Discussion: Based on our findings, the decrease of free amino group indicated that NH2 group of amino 

acids in milk proteins was covalently linked to carbonyl group of the gums. Comparing free amino group reduction of 
the samples containing soluble fraction of gum tragacanth and Persian gum also showed that Persian gum was more 
capable of forming covalent linkage with milk proteins than gum tragacanth; probably, due to the lower side branches 
of Persian, its molecular weight as well as its structural flexibility. Moreover, we believe the higher side branches of 
attached-tragacanthin molecules might prevent further attachment of protein to the other polysaccharide molecules via 
steric repulsion. According to the results of color measurement before and after dry Maillard reaction, conjugation led 
to reduction of L* and increase of a* and b*. In addition, higher heating time and protein:polysaccharide ratio caused 
progress of Maillard reaction (especially in the case of milk proteins–soluble fraction of Persian gum). Based on our 
findings, in dry Maillard reaction, the optimum heating time and protein:polysaccharide ratio were 8 days and 1:1.59 for 
whey protein isolate–soluble fraction of Persian gum, 7 h and 1:2 for sodium caseinate–soluble fraction of Persian gum, 
13.64 days and 1:3 for whey protein isolate–soluble fraction of gum tragacanth, and 7.82 h and 1:3 for sodium 
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caseinate–soluble fraction of gum tragacanth, respectively. Besides, the obtained Maillard reaction products did not 
cause complete stability of emulsions at pHs 3, 5 and 7. Our findings also declared that attachment of polysaccharides 
to proteins might negatively affect the proteins functionality, as emulsifier, possibly by hindering adsorption of 
hydrophobic groups of proteins to oil droplets. Furthermore, homogenization process during emulsion preparation using 
ultrasound could break the formed covalent bonds and polysaccharide structure leading to lower steric repulsion and 
viscosity.  
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