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  چکیده
ر این پژوهش، ساکاریدها استفاده شده است. دها و پلیپروتئینبیولوژیکی و عملکردي  هايویژگیجهت بهبود  ايگسترده طوربهواکنش گلیکوزیلاسیون غیرآنزیمی (مایلارد) 

، محصولات حد واسط و نهایی، تغییرات ساختاري، pHتغییرات از طریق واکنش مایلارد با کیتوزان گلیکوزیله گردید. (گلوکز و فروکتوز) آن  سازیشپبیوتیک اینولین و قندهاي پري
ترین ساکارید گردید. بالا -کیتوزان هايسامانه pH دارمعنیفرآیند حرارتی سبب کاهش کانژوگه مورد بررسی قرار گرفت.  هايسامانهویژگی ضدمیکروبی و  اکسیدانیآنتی ظرفیت

  420nmAاینولین بیشترین  -کیتوزان کانژوگه یکهدر حال؛ فروکتوز مشاهده شد -) در سامانه کیتوزان 420nmAشدن ( ايقهوه) و کمترین شدت  294nmA( حد واسطشدت ترکیبات 
 سنجفطیکیتوزان به ساکاریدهاي اینولین، فروکتوز و گلوکز با استفاده از  یالانوکواتصال ) را نشان داد.  420nm/A 294nmAنسبت تبدیل محصولات میانی به نهایی (کمترین و 

 هاينمونهگلوکز، سایر  -شد و به استثناي سامانه کیتوزان توجهقابل اکسیدانیآنتیواکنش مایلارد منجر به تشکیل محصولاتی با فعالیت گردید.  تأیید) FTIRفروسرخ تبدیل فوریه (
ا اینولین و فروکتوز ضدمیکروبی کیتوزان بعد از واکنش بغیرکانژوگه نشان دادند که بیانگر بهبود فعالیت  هاينمونهرکنندگی و کشندگی کمتري نسبت به کانژوگه حداقل غلظت مها

و ضدمیکروبی  اکسیدانییآنت هايویژگیبیوتیک با پري يبر پایهفعال نوع جدیدي از ترکیبات زیست تواندمیکیتوزان  -اینولین ویژهبهمایلارد،  هايکانژوگهمطابق نتایج، . باشدمی
  جهت استفاده در صنایع غذایی باشد.

  
  ، ضدمیکروب، کیتوزان، واکنش مایلارد.اکسیدانآنتیاینولین، : کلیدي هايواژه

  
  123مقدمه

ت محصولاتولید گسترش بد طعمی و با  هاچربیاکسیداسیون 
بروز  و ايتغذیهکاهش ارزش  قادر به ،سمی در مواد غذاییبالقوه جانبی 
). Zhong et al., 2015( استترکیبات این مرتبط با  هايبیماري

)، BHT( 4هیدروکسی تولوئنبوتیل  ديسنتزي مانند  هاياکسیدانآنتی
 6) و تترابوتیل هیدروکوئینونBHA(  5هیدروکسی آنیزولبوتیل  دي

)TBHQ (واکنش از طریق این براي جلوگیري از  ايگسترده طوربه
اینحال  . باشوندمیزنجیره رادیکالی استفاده  هايواکنشپایان دادن به 

 دلیل به هااکسیدانآنتیاساسی در ارتباط با کاربرد این  هاينگرانی
 ).Shahidi, 2000بر سلامت انسان وجود دارد ( هاآن بالقوه اثرات سمی

طی فرایند  ايگسترده طوربهکه ) MRPs( 7محصولات واکنش مایلارد
 عنوانبه، امکان استفاده شوندمیحرارتی و نگهداري مواد غذایی تولید 

نداختن ا تأخیرمواد غذایی جهت به  منشأطبیعی و با  هاياکسیدانآنتی
 ,.Yuan et al( باشندمیرا دارا  هاچربی اکسیداسیونیا جلوگیري از 

2015 .(  
                                                             

لوم ، گروه عارشد، داشجوي دکتري و دانشجوي کارشناسیاستادترتیب به -3و  2، 1
 .دانشگاه فردوسی مشهدوصنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، 

 )Email: fshahidi@um.ac.ir:    مسئول نویسنده -(* 
DOI: 10.22067/ifstrj.v16i1.75740 

بونیل کر هايگروهواکنش مایلارد با کانژوگه شدن ترکیبات حاوي 
ماده شیمیایی اضافی شروع  گونههیچو آمین آزاد و بدون افزودن 

 تواندمیو گزارش شده است که تحت شرایط کنترل شده  شودمی
 هايیویژگی و اکسیدانآنتیروشی ایمن جهت بهبود فعالیت  عنوانبه

باور ). de Oliveira et al., 2016کار رود (هی بحسی مواد غذای
که رژیم غذایی روزانه انسان حاوي مقادیر  همگانی بر این است

). ترکیباتی از O'Brien et al., 1989( باشدمی MRPsاز  توجهیقابل
قبیل ملانوئیدین ها و محصولات بازآرایی آمادوري طی این واکنش 

کسیژن ا هايرادیکالکه فعالیت شلاته کنندگی و مهار  شوندمیتولید 
. لازم به ذکر است که )Wang et al., 2013( دهندمیاز خود نشان 

وئیدین ها ملان بیوتیکیپريبالا و  فشارخونفعالیت ضدمیکروبی، ضد
بارز دیگر  هايویژگی). از Wang et al., 2011نیز گزارش شده است (

به تولید ترکیباتی اشاره داشت که اثر ممانعت  توانمیاین واکنش 
لوگیري در نتیجه قادر به ج داشته وکنندگی بر آنزیم پلی فنل اکسیداز 

و سبزیجات هستند  جاتمیوهشدن آنزیمی در  ايقهوهاز واکنش 

4 Butylated hydroxytoluene 
5 Butylated hydroxyanisole 
6 Tert-butyl hydroquinone 
7 Maillard reaction products 
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)Yuan et al., 2015 .( اگرچه ترکیبات متنوعی که طی واکنش مایلارد
تولید  و هاپروتئینش هضم پذیري ممکن است با کاه شوندمیتولید 

د غذایی اي موازا سبب تغییر ارزش تغذیهبعضی ترکیبات سمی و جهش
سازوکارهاي متفاوتی از قبیل شلاته  ).Martins et al., 2000شوند (

رادیکالی، تخریب پراکسید  فلزي، شکستن زنجیره هايیوندن کر
فعالیت واکنشگر اکسیژن براي  هايگونههیدروژن و مهار کردن 

 Nooshkam and(شده است  گزارش MRPs یاکسیدانآنتی
Madadlou, 2016a .( ظرفیت ضدمیکروبیMRPs ،ویژهبه 

ده شلاته کنندگی این ترکیبات نسبت داده شبه اثر  عمدتاً هاملانوئیدین
از در این تحقیق ). Rufián-Henares and Morales, 2008aاست (

 MRPsبراي تولید کیتوزان و اینولین و واحدهاي تشکیل دهنده آن 
  استفاده شد.
برخلاف  ،کیتین يشدهدي استیل  -Nمشتق  عنوانبه کیتوزان

 طبیعی مانند سلولز، دکستران، پکتین، آلژینیک ساکاریدهايپلی اکثر
شدت ه ، بباشندمیاسید، آگار، آگاروز و کاراگینان که خنثی یا اسیدي 

بارزي از قبیل تشکیل فیلم و شلاته  هايویژگیقلیایی بوده و داراي 
ساکارید از طریق واکنش دآسیله . این پلیفلزي است هايیونکردن 
) از موقعیت کربن -3NHCOCHهاي استامید (و با حذف گروه 1شدن

فعالیت ضدمیکروبی،  ).Kumar, 2000( شودکیتین تولید می 2شماره 
شدن آنزیمی کیتوزان نیز گزارش  ايقهوهی و ممانعت از اکسیدانآنتی

عواملی مختلفی مانند نوع کیتوزان (درجه استیلاسیون و  و شده است
دهنده مواد غذایی محیط، دما، حضور اجزاي تشکیل pHوزن مولکولی)، 

 ,.Devlieghere et al( هستند مؤثرو غیره بر ظرفیت ضدمیکروبی آن 
 ,.Chang et alاز قبیل واکنش مایلارد ( هاي مختلفیروش). 2004

2011; Gullón et al., 2016) پرتودهی ،(Matsuhashi and 
Kume, 1997هاي ) و تشکیل کمپلکس با یونAg ،Cu ،Zn  وFe 

)Wang et al., 2004; Wang et al., 2005هاي ) جهت بهبود ویژگی
اند. با توجه لیت ضدمیکروبی کیتوزان معرفی شدهویژه فعاهبیولوژیکی، ب

به اثرات جانبی دوزهاي بالاي پرتودهی بر سلامت انسان و همچنین 
هاي یاد شده که هاي کیتوزان و یونپیوند الکتروستاتیکی بین کمپلکس

گردد، توجه محیط می pHسبب ناپایداري کمپلکس در برابر تغییرات 
 ندمانهاي کووالانسی هاي کیتوزان با پیونداي به کمپلکسویژه

هاي کیتوزان حاصل از واکنش مایلارد شده است، زیرا این کانژوگه
ترکیبات نسبت به دماهاي بالا و پایین (فریز کردن)، شرایط اسیدي و 

 deدهند (نشان میتغییرات قدرت یونی محیط پایداري بالایی 
Oliveira et al., 2016 .(هاي مایلارد داراي علاوه بر این، کانژوگه

د. بنابراین باشنیدانی و ضدمیکروبی قابل توجهی میکسافعالیت آنتی
هاي مواد افزودنی زیست فعال با ویژگیمی توان از این ترکیبات بعنوان 

                                                             
1 Deacetylation  

ویژه غذاهاي هعملکردي و بیولوژیکی قابل توجه در مواد غذایی، ب
  جات استفاده کرد.اسیدي مانند آمیوه

د ز با پیونفروکتو تکرارشوندهاینولین الیگومري با واحدهاي 
 يدرجه. باشدمیو واحد انتهایی گلوکز  β(2→1)گلیکوزیدي 

بوده و در پیاز، کنگر فرنگی، مارچوبه،  60-2پلیمریزاسیون اینولین بین 
 ,.Kalyani Nair et al( شودمیتره، گندم و ریشه کاسنی مشاهده 
2010; Mutanda et al., 2014 .( فیبر رژیمی  عنوانبهاین ترکیب
 ممه و بعضی خواص بیوتیکیپريشناخته شده و داراي فعالیت 

و  چربکمجایگزین قند و چربی در محصولات  عنوانبهتکنولوژیکی (
 ,.Lopes et al( باشدظ کننده، امولسیفایر و ژل دهنده) میعامل تغلی

ترتیب آن پایین بوده و به زاییانرژيشاخص گلایسمی و مقدار ). 2015
 Mcdevitt-Pughکیلوکالري در گرم گزارش شده است ( 5/1و  46

and Meyer, 2005 روده کوچک  هايآنزیم). اینولین توسط
و در روده  شودمیپستانداران مانند سوکراز، آلفاآمیلاز و مالتاز هیدرولیز ن

ورد بیفیدوباکتریوم و لاکتوباسیلوس م هايگونهتوسط  راحتیبهبزرگ 
). Schaller‐Povolny and Smith, 1999( یردگمیاستفاده قرار 

فیزیولوژیکی آن از قبیل اثر ضدباکتریایی در برابر  هايویژگیبرخی از 
، اثر ضدسرطانی، کاهش سطوح لیپید، اوره و زابیماري هايباکتري

عروقی و افزایش جذب  -م خون، خطر بیماري قلبیواوریک اسید سر
حضور  ).Karimi et al., 2015مواد معدنی به اثبات رسیده است (

گلوکز، فروکتوز و فروکتان حاصل از فرایندهاي آنزیمی طبیعی یا 
که اینولین حاوي مقادیر مشخصی فعالیت  شودمیهیدرولیز سبب 

درصد  1/4در آن حدود  یاکنندهاحباشد و درصد کل قند  یاکنندگیاح
هدف از این تحقیق تولید محصولی ). He, 2015گزارش شده است (

از طریق  توجهقابلی اکسیدانآنتیزیست فعال با ظرفیت ضد میکروبی و 
 کیتوزان با اینولین و واحدهاي(مایلارد) گلیکوزیلاسیون غیرآنزیمی 

 هايیویژگاز  منديبهره منظوربهتشکیل دهنده آن (گلوکز و فروکتوز) 
 . باشدمیبارز کیتوزان و اینولین در کنار هم 

  
  هامواد و روش

) درصد استیل زدایی شده 85-75؛ کیتوزان (وزن مولکولی متوسط
از شرکت سیگما (آمریکا) تهیه شدند.  2تري فنیل تترازولیوم کلرایدو 

درصد محتواي اینولین و درجه پلیمریزاسیون  92( اینولین زنجیره کوتاه
سایر مواد گردید.  خریداري) ایران(آوا سلامت جاوید شرکت  از )10≥

صنایع شیمیایی درصد ( 96مورد استفاده در این پژوهش شامل اتانول 
، )ایران، پادتن طب(بیوتیک آنتی هايدیسک، ایران)، اتانول غدیر

سدیم ، دتري کلرواستیک اسی، استیک اسید گلاسیال، گلوکزفروکتوز، 
   ودند.ب )آلمان ،مرك( سیانید پتاسیمفريو کلرید آهن هیدروکسید، 

  

2 Triphenyltetrazolium chloride 



  119     ... غیرآنزیمی گلیکوزیلاسیون واکنش طریق از کیتوزان شیمیایی اصلاح  

  میکروبیي هاسویهو هاي کشت محیط
 سابروزمولر هیلتون براث، مولر هیلتون آگار، هاي کشت محیط

 .شدندتهیه  )آلمان، مرك( سابروز دکستروز براث و دکستروز آگار
س باکتریاییهاي سویه  ،ATCC 25923  1استافیلوکوکوس اورئو

ا  ATCC  3اشرشیا کلی ،C 27853CAT  2سودوموناس آئروژینوز
آسپرژیلوس کپک  ATCC 23857  4باسیلوس سوبتیلیس، 25922

از  PTCC 5027 6کاندیدا آلبیکنسمخمر و  C 16404CAT 5نایجر
شکده (دانآزمایشگاه میکروبیولوژي صنعتی دانشگاه فردوسی مشهد 

  .گردیدندتهیه ) گروه علوم و مهندسی صنایع غذاییکشاورزي، 
  

   هاي مایلاردتهیه کانژوگه
) 2011و همکاران ( Changروش  مطابقهاي مایلارد کانژوگه

 لیترمیلی 100گرم کیتوزان در  5/0براي این منظور،  .شدند تولید
ساعت روي همزن  1حجمی به مدت  -درصد حجمی 1استیک اسید 

گرم از قندهاي گلوکز، فروکتوز و اینولین  1سپس مغناطیسی حل شد. 
محلول شده و درصد اضافه  5/0جداگانه به محلول کیتوزان  طوربه

محلول با کمک  pHشد.  زدههمحاصله تا حل شدن کامل قندها 
محلول  و سپستنظیم  07/6 ± 01/0روي  مولار 2هیدروکسید سدیم 

دقیقه در دماي  15به مدت  يلیترمیلی 50هاي پلاستیکی در فالکون
سرد  هانمونهگردید. بعد از فرایند حرارتی، اتوکلاو درجه سلسیوس  121
تغییرات شدن،  ايقهوه، پیشرفت واکنش pHتغییر  هايآزمونو  هشد

 اي کانژوگههدر سامانهی و ضدمیکروبی اکسیدانآنتیفعالیت ساختاري و 
  انجام گردید. 

  
   pH گیرياندازه

توسط  یدهحرارتهاي کانژوگه بعد از فرآیند نمونه pHتغییرات 
  .گردید ثبت، بلژیک) Consort C831متر (pHدستگاه 
  

  بررسی تولید محصولات میانی و نهایی واکنش مایلارد
تولید محصولات میانی یا حد واسط واکنش مایلارد بین کیتوزان و 

 موجطولدر  هانمونه جذب فرابنفش گیرياندازهساکاریدهاي دیگر با 
S2000-WPA-اسپکتروفوتومتر (با استفاده از )  nmA 294(نانومتر  294

UV/Vis(ز و فروکتو -کیتوزان هايسامانهبررسی گردید.  ، انگلیس
قطر و با آب مبه همین دلیل گلوکز جذب بالایی نشان دادند؛ -کیتوزان

نمونه) رقیق شده و مقدار جذب نهایی در عدد  (آب مقطر: 1:2در نسبت 
تولید محصولات نهایی  یااي شدن شدت قهوهضرب گردید.  3

تخمین زده )  nmA 420(نانومتر  420 موجطول در کانژوگه هايسامانه
                                                             

1 Staphylococcus aureus 
2 Pseudomonas aeruginosa 
3 Escherichia coli 
4 Bacillus subtilis 

شاهد  عنوانبهساکارید قبل از حرارت دهی  -شد. محلول کیتوزان
 ).Nooshkam and Madadlou, 2016bاستفاده شد (

  
 )FTIRفروسرخ تبدیل فوریه ( سنجیطیف
فروکتوز، گلوکز و  ،کیتوزانهاي نمونه FTIRهاي طیف
این  براي. آمد دستبهبا استفاده از اسپکترومتر حاصله  هايکانژوگه

ي خشک شده با پتاسیم بروماید و هانمونهمنظور، بعد از مخلوط کردن 
بر  4000تا  400از  هاآنبه شکل قرص، طیف  هاآنفشرده کردن 

  آمد.  دستبه 7متر و در حالت عبوريسانتی
  

 توان کاهندگیبر پایه  اکسیدانیآنتیفعالیت 
ساکارید با استفاده از روش  -کیتوزان هايسامانهتوان کاهندگی 

Li ) گیري شد. براي این اندازه یازن مورد) با اصلاحات 2013و همکاران
 لیترمیلی 1و کانژوگه با  کانژوگهیرغهاي نمونهاز  لیترمیلی 1منظور، 

، ترکیب و محلول درصد) 1( پتاسیم سیانید يفر لیترمیلی 1آب مقطر و 
دقیقه در  20گردید. بعد از حرارت دهی محلول به مدت  زدههمحاصله 

اسید  لیترمیلی 5/2 درجه سلسیوس، 50حمام آب و در دماي 
محلول  شد. زدههماضافه شد و مجدد  آن بهدرصد  10کلرواستیک تري
 Hettichسانتریفیوژ (دقیقه  5برابر شتاب گرانشی به مدت  5000در 

Roto Silenta/K .2روشناور با  لیترمیلی 2سپس ، آلمان) گردید 
درصد مخلوط  3FeCl (1/0کلرید آهن ( لیترمیلی 1آب مقطر و  لیترمیلی

دقیقه در دماي محیط،  10و نگهداري به مدت  هم زدنشد و بعد از 
 8د جذبواح صورتبهنانومتر ثبت گردید. نتایج  700جذب محلول در 

)AUجذب بالاتر مخلوط بیانگر توان کاهندگی بالاتر ) گزارش شد .
 لیترمیلیدر  گرممیلی 15با غلظت  BHTاز محلول اتانولی است. 

ی اکسیدانآنتیو جهت مقایسه فعالیت  استاندارد اکسیدانآنتی عنوانبه
  استفاده گردید. هانمونه

  
  فعالیت ضدمیکروبی

ی فعالیت ضدمیکروبمنظور بررسی به میکروبی زیرضدروش  دواز 
 هايباکتريبر  برون تنیدر شرایط مایلارد  هايکانژوگه

، آئروژینوزا سودوموناس ،باسیلوس سوبتیلیس ،استافیلوکوکوس اورئوس
استفاده  کاندیدا آلبیکنسمخمر و  آسپرژیلوس نایجرکپک ، کلیااشرشی
  گردید.
  

5 Aspergillus niger  
6 Candida albicans 
7 Transmission mode 
8 Absorbance unit 



  1399اردیبهشت  -، فروردین1، شماره 16پژوهشهاي علوم و صنایع غذایی ایران، جلد نشریه     120

به روش میکرودایلوشن براث  1تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی
  و تري فنیل تترازولیوم کلراید

، 15 هايغلظتي کانژوگه و غیرکانژوگه (هانمونهمیکرولیتر از  20
میکرولیتر سوسپانسیون  20) و لیترمیلیدر  گرممیلی 75/3و  5/7

استریل اضافه  ايخانه 96 هايپلیتمک فارلند) به  5/0میکروبی (
درجه سلسیوس به مدت  27(دماي ها گذاري پلیتبعد از گرمخانه شدند.

ساعت  24درجه سلسیوس به مدت  37و دماي  هاقارچساعت براي  72
درصد  5تري فنیل تترازولیوم کلراید میکرولیتر  20، )هاباکتريبراي 

اضافه شد و پلیت ها مجدد  هاچاهکشاخص رنگی رشد به  عنوانبه
رشد میکروبی رخ داده باشد،  در صورتیکه گرمخانه گذاري گردیدند.

و  هاقارچساعت براي  24بعد از  هاچاهکرنگ قرمز تیره یا ارغوانی در 
ي هانمونهقابل مشاهده است. اولین غلظت  هاباکتريساعت براي  5/0

کانژوگه و غیر کانژوگه که مانع ظهور رنگ قرمز تیره یا ارغوانی گردید، 
 Behbahaniگزارش شد ( هانهنمو مهارکنندگیحداقل غلظت  عنوانبه

et al., 2017.(  
  

  تعیین حداقل غلظت کشندگی
فاقد رنگ قرمز تیره یا ارغوانی  هايچاهکمیکرولیتر از  100مقدار 

آزمون حداقل غلظت مهارکنندگی روي محیط کشت باکتریایی مولر 
هیلتون آگار و محیط کشت قارچی سابروز دکستروز آگار کشت داده 

حداقل  انعنوبهشد. اولین غلظتی که باعث عدم رشد میکروبی شده بود، 
گردید  ي کانژوگه و شاهد گزارشهانمونهغلظت کشندگی 

)Behbahani et al., 2017.(  
  

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
براي تجزیه طرفه و آزمون واریانس یک SPSS 21افزار از نرم

. براي رسم نمودارها استفاده گردید Microsoft excel 2013نتایج و 
ان در سطح اطمینو اي دانکن آزمون چند دامنهتیمارها با کمک  میانگین

  . شدمقایسه ) p<0.05(درصد  95
  

 بحثو  نتایج
  طی واکنش مایلارد pHتغییرات 

روه ن پروتئین با گاتصال کووالانسی گروه آمیدر واکنش مایلارد، 
احیاءکننده و همچنین تولید اسیدهاي آلی مانند استیک و  کربونیل قند

 Liu( شودو اسیدي شدن محیط می pHفورمیک اسید سبب کاهش 
et al., 2008.(  نتایج روند تغییراتpH فرآیند حرارتیبعد از  هانمونه 

 pH دارمعنیکانژوگاسیون سبب کاهش گزارش شده است.  1در جدول 

 و گلوکز -در نمونه کیتوزان شدت این کاهش و) p<0.05(شد  هانمونه
 .یشتر بودب فروکتوز -کانژوگه کیتوزاننسبت به  اینولین -کیتوزان

ساکارید ممکن است ناشی از  -کیتوزان هايسامانهدر  pHاختلاف 
ان شد بی ايمطالعهمتفاوت قندهاي احیاءکننده باشد. در  پذیريواکنش

 )LMW(  2بیشتر ترکیبات با وزن مولکولی پایین پذیريواکنشکه 
ناشی از دافعه استري  )HMW( 3نسبت به انواع با وزن مولکولی بالا

کمتر این ترکیبات است. در همین راستا، آلدوپنتوزها نسبت به 
آلدوهگزوزها و مونوساکاریدها نسبت به دي یا الیگوساکاریدها 

به  قندهاي کتونیدهند. علاوه بر این، بالاتري نشان می پذیريواکنش
وضعیت قرارگیري و دافعه استري بیشتر گروه کربونیل،  دلیل

 ,.O'Brien et alکمتري نسبت به نوع آلدوزي دارند ( پذیريواکنش
نسبت به نوع گلوکز  -در سامانه کیتوزان pHکاهش بیشتر  ).1989

در این پژوهش، به دافعه استري کمتر گلوکز بر فروکتوز -کیتوزان
وه آمین کیتوزان واکنش داده و در که با سرعت بیشتري با گر گرددمی

 در ارتباط با اینولین، بدلیل گروه را سبب شده است.کمتري  pHنهایت 
یتوزان در وه آمین کاحیا کننده کمتر نسبت به دو مونوساکارید دیگر، گر

گروه احیا کننده آن متصل شده و در نتیجه فرصت  زمان کمتري به
کافی براي تبدیل محصولات میانی به ترکیبات اسیدي را داشته است. 

واکنش اسیدي شدن محیط  و pHقیق، کاهش در راستاي نتایج این تح
 ,.Benjakul et alدر مطالعات مختلف نشان داده شده است (مایلارد 

2005; Kim and Lee, 2009 .(  
  

  پیشرفت واکنش گلیکوزیلاسیون
 2، 1 محصولات آمادوري یا هینز از طریق مسیرهاي انولیزاسیون

به محصولات میانی واکنش مایلارد از قبیل هیدروکسی متیل  3، 2 و
اي (مانند استول، فورفورال، فورفورال، ردوکتون و ترکیبات تجزیه

). از Martins et al., 2000شوند (ید) تبدیل میآلدئ یروپاستیل و دي
، فلورسانستوان به تولید رنگ زرد، هاي اصلی این مرحله میویژگی

اکسید کربن، افزایش در قدرت کاهندگی و جذب ديطعم یا بد طعمی، 
 ;Nursten, 2005قوي در ناحیه نزدیک به فرابنفش اشاره داشت (

Wu et al., 2014 نانومتر براي ارزیابی مقدار  294). جذب فرابنفش در
 ,Nooshkam and Madadlouشود (ترکیبات حد واسط استفاده می

2016bزاسیون محصولات میانی ). در مرحله نهایی واکنش، پلیمری
درصد نیتروژن)  4 -3اي، نیتروژن دار (منجر به تشکیل پلیمرهاي قهوه

یی به نام ملانوئیدین شده که داراي حداکثر جذب هاماکرو مولکولو 
 ;Vhangani and Van Wyk, 2013باشند (نانومتر می 420در 

Nursten, 2005.(  
 
 

                                                             
1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
2 Low molecular weights 

3 High molecular weights 
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  گلوکز فروکتوز/ اینولین/ -، محصولات میانی و نهایی واکنش مایلارد بین کیتوزانpHتغییرات  -1جدول 
 پارامتر

 نسبت جذبی تیمار
)420nm/A 294nmA (  

  شدن ايقهوهشدت 
)420 nm A(  

شدت ترکیبات 
 )nm A 294( میانی

pH 

   a 10/0  ±07/6  0گلوکز -کیتوزان** 
a 707/0 ±991/5  ***a 016/0 ±294/0  *a 301/0 ±767/1  b 01/0  ±94/5 گلوکز -کیتوزان 

   a 00/0 ± 08/6 0فروکتوز -کیتوزان 
b376/0 ±620/10  b019/0 ±224/0  b 119/0 ±370/2  c 00/0 ± 98/5 فروکتوز -کیتوزان 

   a 01/0 ± 07/6 0اینولین -کیتوزان 
c 143/0 ±843/3  c 024/0 ±409/0  a 033/0 ±570/1  b 20/0 ± 93/5 اینولین -کیتوزان 

 .استدار معنی )p<0.05درصد ( 95 اطمینان ستون در سطح اختلاف بین تیمارها در هر *
 .باشدمی فرآیند حرارتیساکارید قبل از  -کیتوزانحلول عدد صفر بیانگر م **

  باشد.می ترکیباتجذب بیشتر بیانگر افزایش غلطت و  عنوان فاکتوري از غلظت ترکیبات بیان شدهجذب به ***
  

و همچنین غیراشباع با پیوند دوگانه مزدوج  LWMترکیبات 
ل عنوان عوامهبمانند پیریدن و پیروزین  ايحلقهچند  HMWترکیبات 

 ,.Labuza et al( اندشده شناخته هاملانوئیدینایجادکننده رنگ 
1998; Akagawa et al., 2002 .( واکنش 1مطابق نتایج جدول ،

ده از محصولات میانی و نهایی ش توجهیقابلمایلارد سبب تولید مقادیر 
روکتوز ف -بالاترین میزان ترکیبات حد واسط در سامانه کیتوزاناست. 

ترتیب هاینولین ب -گلوکز و کیتوزان -کیتوزان هايسامانهمشاهده شد و 
و  شدن، بالاترین ايقهوهدر ارتباط با شدت میزان کمتري نشان دادند. 

  کیتوزان و -اینولین هايکانژوگهترتیب در کمترین میزان به
میزان بالاتر محصولات میانی سامانه  کیتوزان مشاهده شد. -فروکتوز
ی از گلوکز ممکن است ناش -جز کیتوزانفروکتوز نسبت به -کیتوزان
تر آن باشد که با سرعت کمتري در واکنش شرکت پایین پذیريواکنش

را  هاملانوئیدینکرده و فرصت کافی براي تبدیل این محصولات به 
 ذیريپواکنش به دلیلو  یکسانپیدا نکرده است. در حالیکه در زمان 

  در سامانهمحصولات میانی میزان بیشتري از ، گلوکز بالاتر
  ت جذبیکه نسب اندشدهبه ترکیبات نهایی تبدیل کیتوزان  -گلوکز

)420 nm/294 nmA ( این نسبت شاخصی از کند. می تأییدرا  این فرضیه
و  ستا(تبدیل محصولات حد واسط به نهایی) پلیمریزاسیون  پیشرفت

در ارتباط  .باشدمیپلیمریزاسیون بیشتر  پیشرفتمقدار کمتر آن بیانگر 
دیگر  ارتبه عبکمترین نسبت جذبی یا اینولین،  -با سامانه کیتوزان

ن برابر داراي در وزپلیمریزاسیون مشاهده شد؛ اینولین  پیشرفتبالاترین 
 نسبت به گلوکز و يهاي کربونیل کمترگروه متعاقباًها و مولکول
ها در زمان کمتري با گروه آمین کیتوزان است که این گروه فروکتوز

فرصت کافی براي تبدیل ترکیبات حد واسط در نتیجه و  واکنش داده
لازم به ذکر است که اینولین تحت  شود.فراهم میبه ملانوئیدین 

دماهاي بالا و در حضور آب متحمل هیدرولیز و شکستن پیوند 
که این تغییرات در واحدهاي فروکتوز انتهایی  شودمیگلیکوزیدي 

   هايسامانهحرارت دهی  ).He, 2015( دهندمیرخ  ترراحت
محصولات  از توجهیقابلقند احیاءکننده سبب تولید مقادیر  -پروتئین

 Vhangani and Van Wyk, 2013; Kim( گرددمیمیانی و نهایی 
and Lee, 2009; Phisut and Jiraporn, 2013.( 

  
  تغییرات ساختاري

هاي کانژوگه و قندهاي احیاءکننده در نمونه FTIRهاي طیف
 2873و  3442حدود در نشان داده شده است. باندهاي جذبی  1شکل 

 CH ،-OH-مربوط به ارتعاش کششی  در طیف کیتوزان متربر سانتی
  و

-NH  در این پیوندهاي هیدروژنی درون و برون مولکولی همچنین و
  به تقارن کششی پیوند مترسانتیبر  1160پیک باشند. می پلیمر

 -C-O-C  یبه ارتعاش کشش مترسانتیبر  1029و  1079 هايپیکو 
بر  1597و  1661 هايپیک. شوندمینسبت داده  -C-O-پیوند 
آمین اولیه  هايگروهو  Iترتیب بیانگر باندهاي جذبی آمید به مترسانتی

پیک  ؛انددهشدستخوش تغییراتی  کیتوزان بوده که بعد از واکنش مایلارد
کانژوگه در ( مترسانتیبر  1578کاهش و به  مترسانتیبر  1661جذبی 

وکز) گل -کانژوگه کیتوزاندر ( مترسانتیبر  1579فروکتوز)،  -کیتوزان
د که ش جابجااینولین)  -کانژوگه کیتوزاندر ( مترسانتیبر  1580یا 

است و تشکیل  C=N–و گروه پیوند دوگانه  C-Nبیانگر کشش گروه 
 قند و گروه آمین يکننده) بین انتهاي احیا C=Nپیوند دوگانه باز شیف (

 1412علاوه بر این، ظهور پیک جدید در حدود . کندمی تأییدکیتوزان را 
(در  مترسانتیبر  1413فروکتوز) و  -(در کانژوگه کیتوزان مترسانتیبر 

 1597اینولین) و همچنین ناپدید شدن باند  گلوکز/ -کانژوگه کیتوزان
ننده با کءکیتوزان بعد از واکنش بیانگر اتصال قند احیا مترسانتیبر 

. )Gullón et al., 2016; Zhang et al., 2015( باشدمیکیتوزان 
و   Zhang) و2016و همکاران (  Gullónنتایج مشابهی توسط
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 -گلوکز و کیتوزان -کیتوزانهاي در مورد کانژوگه) 2015همکاران (
  گزارش شده است.فروکتوز 

  
  اینولین -گلوکز و کیتوزان -فروکتوز، کیتوزان -هاي مایلارد کیتوزانکانژوگه FTIRطیف -1شکل 

  
  اکسیدانیفعالیت آنتی

یانید فري س -کمپلکس کلرید آهنها قادر به احیاي اکسیدانآنتی
باشند که غلظت آهن فروس تولیدي با ) میFe+2به آهن فروس (

نانومتر پایش  700محلول در  1گیري رنگ آبی پرل پروشناندازه
                                                             

1 Perl's Prussian blue color 

طور ). این آزمون بهVhangani and Van Wyk, 2013گردد (می
مورد استفاده قرار  MRPsاي براي ارزیابی فعالیت ضداکسیدانی گسترده

هاي هاي مایلارد و نمونهاکسیدانی کانژوگهگیرد. فعالیت آنتیمی
هاي آورده شده است. قدرت کاهندگی سامانه 2غیرکانژوگه در شکل 
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ساکارید بعد از فرایند حرارتی بهبود یافت. اگرچه این افزایش -کیتوزان
ود دار بنیفروکتوز مع -گلوکز و کیتوزان -هاي کیتوزاندر سامانه

)p<0.05مونه داري با نکیتوزان اختلاف معنی -ي اینولین)، اما کانژوگه
  ).p>0.05کنترل نشان نداد (

نتزي اکسیدان سهاي کانژوگه کمتر از آنتیفعالیت کاهندگی نمونه
BHT ترین گلوکز نزدیک -هاي کانژوگه، کیتوزانبود و از بین سامانه

هاي هیدروکسیل و گروهنشان داد.  را BHTکسیدانی به فعالیت آنتی
نقش مهمی در فعالیت احیاءکنندگی این ترکیبات از  MRPsپیرول 

 ,Vhangani and Van Wyk( کنندمیطریق انتقال الکترون ایفا 
2013; Jiang et al., 2013 فعالیت شکستن زنجیره رادیکالی .(

دادن یک اتم  واسطهبههاي تولید شده در مرحله حد واسط ردوکتون
بات اکسیدانی این ترکیعنوان سازوکار دیگر فعالیت آنتیبه ،هیدروژن

 ).Wang et al., 2013گزارش شده است (
هاي دست آمده از سامانهبه MRPsاي مشخص شد که در مطالعه

هاي انهاکسیدانی کمتري نسبت به سامقند داراي فعالیت آنتی -پروتئین
). علاوه Lingnert and Eriksson, 1980( باشندقند می -آمینهاسید

با  ترتر و اتصال آسانقابلیت واکنش سریع LMWبر این، پپتیدهاي 
قندها را داشته و در نتیجه قادر به تولید ترکیبات فرار با ظرفیت 

رسد که این نظر می). بهYu et al., 2018اکسیدانی عالی هستند (آنتی
ت؛ وکتوز و اینولین نیز قابل تعمیم اسفرضیه در مورد قندهاي گلوکز، فر

ی بالاتري اکسیدانبیشتر و متعاقباً ظرفیت آنتی پذیريواکنشگلوکز 
دهی ترکیب ) نشان دادند که حرارت2011و همکاران ( Jingنشان داد. 

اووموکوئید ، آلبومین( مرغتخمي سفیده هاپروتئینفروکتوز یا اینولین با 
سامانه ردید. گ هاپروتئینی اکسیدانآنتیو لیزوزیم) سبب بهبود ظرفیت 

  وعی بیشتري نسبت به ناکسیدانآنتیلیزوزیم فعالیت  -فروکتوز
اووموکوئید ترکیباتی با اثر  یکهدر حاللیزوزیم داشت؛  -اینولین

ا ی بالاتري با اینولین تولید کرد و گلایکه کردن آلبومین باکسیدانآنتی
 ی نشان نداد.داناکسیآنتیي بر فعالیت دارمعنی تأثیرفروکتوز یا اینولین 

Phisut  وJiraporn )2013 (که کردن کیتوزان با قندهاي با گلای
گلوکز  -وزانکانژوگه کیتی اکسیدانآنتیظرفیت بیان داشتند که  مختلف

فروکتوز است که در راستاي نتایج این تحقیق  -کیتوزان نوعاز  بالاتر
  .باشدمی

  

  
، Chit-Inuفروکتوز؛ -، کیتوزانChit-Fruگلوکز؛ -، کیتوزانChit-Glcي غیرکانژوگه (کنترل)، کانژوگه (هانمونهی اکسیدانآنتیفعالیت  -2شکل 

  .باشدمی. عدد صفر بیانگر نمونه کنترل BHTاینولین) و -کیتوزان
  

  فعالیت ضدمیکروبی
گه و هاي کانژونمونهو کشندگی  مهارکنندگیحداقل غلظت نتایج 

شده است. گزارش  2در جدول  تنیبرونغیرکانژوگه در شرایط 
اینولین حداقل غلظت  -فروکتوز و کیتوزان -کیتوزان هايکانژوگه

و  ایجرآسپرژیلوس ن، هاباکتريدر برابر  کمتريبازدارندگی و کشندگی 
نسبت به مخلوط غیرحرارت دیده نشان دادند؛  نسکاندیدا آلبیک

اثر مهارکنندگی و کشندگی خود را در غلظت کمتري  کانژوگه هاينمونه
 نتایج یکسانی در ارتباط با فعالیت ضدمیکروبی حال، نشان دادند. با این

کروبی فعالیت ضدمیآمد.  دستبهگلوکز و کانژوگه آن  -مخلوط کیتوزان
اثر  دلیله دهی (زمان صفر) بمخلوط کیتوزان و ساکارید قبل از حرارت

روه آمین ؛ این ترکیب داراي گباشدمیساکارید کیتوزان ضدمیکروبی پلی
 هايروهگنیروهاي الکتروستاتیکی با  تشکیلبا پروتونه شده بوده که 

 هااکتريب، نقش ضدمیکروبی خود را در برابر باردار منفی در سطح سلول
کلی سه  طوربه. )Beverlya et al., 2008( کندایفا می هاقارچو 

) این ترکیب 1سازوکار ضدمیکروبی براي کیتوزان پیشنهاد شده است؛ (
دلیل گروه آمین با بار الکتریکی مثبت قابلیت ایجاد کمپلکس با ه ب
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در دیواره  ساکاریدهاي واقعو لیپوپلی هاپروتئینترکیبات آنیونی مانند 
سلولی میکروارگانیسم را داشته و از این طریق باعث اختلال در 

، شودیمدیواره و نشت ترکیبات ضروري به بیرون سلول  یرينفوذپذ
ول سل یازن موردقادر به از دسترس خارج کردن مواد مغذي ) کیتوزان 2(
سلول  به داخل هاآنکنندگی) و جلوگیري از ورد دلیل ویژگی شلاتهه (ب

) در نهایت ممکن است بعد از ورود به داخل سلول و تشکیل 3است و (
میکروارگانیسم، از سنتز ترکیبات ضروري سلول  DNAکمپلکس با 

 Prashanth andو پروتئین جلوگیري کند ( RNAمانند 
Tharanathan, 2007.(  

دهی محلول حاوي پروتئین و قند گزارش شده است که حرارت
ن) با اي رنگ (ملانوئیدیننده سبب تولید ترکیبات نهایی قهوهءکاحیا

ا تابع غلظت هشود. اثر ضدمیکروبی ملانوئیدینفعالیت ضدمیکروبی می
و  2یباشد؛ بطوریکه نقش باکتریواستاتیکل میاین ترکیبات زیست فعا

 کنند.هاي کم و زیاد ایفا میترتیب در غلظتخود را به 3کشیباکتري
ها بر ی فلز آنکنندگها به قابلیت شلاتهویژگی ضدمیکروبی ملانوئیدین

ها گردد. در غلظت پایین، فلز آهن که براي رشد میکروارگانیسممی
ها ت جذب کرده و سبب توقف رشد آنضروري است را از محیط کش

شود (اثر باکتریواستاتیکی)، در حالیکه غلظت بالاي آن در محیط با می
) از غشاي خارجی، ناپایداري غشاهاي Mg+2شلاته کردن یون منیزیم (

 Rufián-Henares andکند (داخلی و خارجی را تسریع می
Morales, 2008b; Rufián-Henares and de la Cueva, 2009 .(  

 
  .زابیماري هايمیکروارگانیسمکانژوگه و غیر کانژوگه در برابر  هاينمونهحداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی  -2جدول 

 تیمار  میکروارگانیسم
C. albicans A. niger S. aureus  P. aeruginosa  E. coli B. subtilis   

 لیتر)گرم در میلیمهارکنندگی رشد (میلیحداقل غلظت 

 *0گلوکز -کیتوزان 5/7 5/7 5/7 5/7 5/7 15

 گلوکز -کیتوزان 5/7 5/7 5/7 5/7 5/7 15

 0فروکتوز -کیتوزان 15  15  15  15 - -

 فروکتوز -کیتوزان 5/7 5/7 5/7 5/7 5/7 15

 0اینولین -کیتوزان 15  15  15  15 15 15

 اینولین -کیتوزان 5/7 5/7 5/7 5/7 5/7 5/7
   لیتر)گرم در میلیحداقل غلظت کشندگی (میلی

 0گلوکز -کیتوزان ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 15

 گلوکز -کیتوزان ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 15

 0فروکتوز -کیتوزان ≤ 15  ≤ 15  ≤ 15  ≤ 15 < 15 < 15

 فروکتوز -کیتوزان ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 15

 0اینولین -کیتوزان ≤ 15  ≤ 15  ≤ 15  ≤ 15 ≤ 15 ≤ 15

 اینولین -کیتوزان ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7 ≤ 5/7
 باشد.ساکارید قبل از فرآیند حرارتی می -عدد صفر بیانگر محلول کیتوزان *

  
 )2009( و همکاران Rufián-Henaresدر مطالعاتی که توسط 

ی آمده از مواد غذای دستبههاي انجام شد، اثر ضدمیکروبی ملانوئیدین
ساعت در  24هاي مدل حرارت دیده (مانند قهوه و همچنین سامانه

وکوکوس استافیلدرجه سلسیوس) در برابر باکتري گرم مثبت  100دماي 
ر این، ب بالاتر بود. علاوه اشرشی کلینسبت به نوع گرم منفی  اورئوس

رنگ بیسکویت داراي فعالیت یرهتو  HMWهاي ملانوئیدین
 بودند اشرشیاکلیدر برابر  LMWضدمیکروبی بیشتري نسبت به انواع 

کار رفته در تولید محصولاتی مانند قهوه هدهی بالاتر بو شدت حرارت

                                                             
2 Bacteriostatic  

بالاتر  هایی با ویژگی ضدمیکروبیبرشته، منجر به تشکیل ملانوئیدین
-Rufián-Henares and de la Cueva, 2009; Rufiánشد (

Henares and Morales, 2008a; Rufián-Henares and 
Morales, 2008b; Rufián-Henares and Morales, 2006 .( 

بب گلوکز س -دهی مخلوط کیتوزانحرارتدر این پژوهش، با اینکه 
یی و رنگ (شاخص ترکیبات نها ايقهوهی با ترکیبات هایکانژوگهتولید 

ي گردید، این ترکیب حداقل غلظت مهارکنندگی دارمعنیملانوئیدین) 
غیرکانژوگه نشان داد. این حالت ممکن  نمونهاي با و کشندگی مشابه

عرضی بیشتر در این سامانه باشد؛ با توجه  هايبرهمکنشاست ناشی از 

3 Bactericidal  
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و  شده تولید هالانوئیدینممقدار بالایی از بالاي آن،  پذیريواکنشبه 
دهی سبب ایجاد اتصالات عرضی بیشتري بین ادامه حرارت

ح کننده فلز در سطشده است که کاهش گروهاي شلاته هاملانوئیدین
ر داست.  را سبب شدهو در نهایت کاهش فعالیت ضدمیکروبی  هاآن

)  nm420 Absنهایی ( یباتمقدار ترکفروکتوز، با اینکه -سامانه کیتوزان
اثر گلوکز داشت، اما  -در مقایسه با سامانه کیتوزانکمتري 

سبت به نکمتري باکتریواستاتیکی و باکتري کشی خود را در غلظت 
کیتوزان  -اینولین نشان داد. اثر ضدمیکروبی کانژوگهنمونه غیرکانژوگه 

ینولین که ا رسدمی نظربه. باشدمیشدن  ايقهوهدر راستاي نتایج شدت 
دلیل وزن مولکولی بالاتر نسبت به دو مونوساکارید فروکتوز و گلوکز، ه ب

د کرده کننده بیشتر تولیشلاته هايگروه به همراه تربزرگی هایکانژوگه
بخشی از اثر ضدمیکروبی  لاوه بر این، لازم به ذکر است کهاست. ع

. ینولین استا ضدباکتریاییاینولین ناشی از ویژگی  -کانژوگه کیتوزان
  کانژوگه هايسامانهبیان نمود که  توانمیمطابق نتایج، 

 عنوان موادهب توانمیرا  کیتوزان -کیتوزان و فروکتوز -اینولین
در راستاي نتایج این پژوهش، گزارش  کار برد.هضدمیکروب بالقوه ب

خود  ضدباکتریاییاثر  مایلارد واکنششده است که ترکیبات حاصل از 
دن ، فعالیت سطحی بالاتر (ناپایدار کراکسیدانیآنتیویژگی را از طریق 

 هايآنزیمجلوگیري از جذب سرین، اکسیژن، گلوکز و  غشاي خارجی) و

 ندکنمیایفا  هامیکروارگانیسمکاتابولیزکننده کربوهیدرات در 
)Muppalla et al., 2012.(  

  گیرينتیجه
در این مطالعه، کیتوزان با استفاده از واکنش مایلارد با اینولین، 

، pHاهش ککانژوگه شدن کیتوزان با فروکتوز و گلوکز گلیکوزیله شد. 
افزایش شدت محصولات حد واسط و نهایی و همچنین تغییرات 

 واکنش کانژوگاسیون. گردید تأییدایجاد شده در کیتوزان ساختاري 
. علاوه بر شد توجهقابل اکسیدانیآنتیبا ویژگی سبب تولید محصولاتی 

کتوز بعد از فرو اینولین/ -کیتوزان هايسامانهاین، فعالیت ضدمیکروبی 
و این کانژوگه ها، حداقل غلظت مهارکنندگی  افزایش یافتدهی حرارت

وجه غیرکانژوگه نشان دادند. با ت هاينمونهو کشندگی کمتري نسبت به 
 هايیویژگاز واکنش مایلارد جهت بهبود  توانمیبه نتایج این مطالعه، 

بیولوژیکی کیتوزان و تولید محصولاتی زیست فعال با فعالیت 
  استفاده نمود.  توجهقابل اکسیدانیآنتیضدمیکروبی و 

  
  و قدردانی تشکر

 لیمشهد به دل یدانشگاه فردوس یمعاونت پژوهشبدینوسیله از 
صمیمانه  )47380ی (کد پژوهش طرح نیا يدر اجرا یمال يهامساعدت

  . گرددمیتشکر و قدردانی 
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4 Introduction: Lipid oxidation leads to the generation of off-flavors and potential toxic compounds. Synthetic 

antioxidants are frequently applied for inhibiting this reaction, however; there is a concern regarding to the potent toxic 
effects of synthetic antioxidants on human health. The non-enzymatic glycosylation reaction (Maillard reaction) has been 
broadly used to ameliorate the biological and functional features of proteins and polysaccharides. The Maillard reaction 
produces products with versatile functions such as antioxidant, antimicrobial, antihypertensive, anti-browning, and 
prebiotic properties. In this regard, the Maillard reaction products (MRPs) can be used in the food industry to inhibit the 
oxidation reaction due to their superb antioxidant effect. In this study, chitosan was glycosylated with inulin, fructose, 
and glucose. Chitosan is a chitin derivative with cationic nature having antimicrobial, antioxidant, metal chelation, and 
film-forming features. Inulin is recognized as a prebiotic sugar with vast applications in food and pharmaceutical sciences. 
The purpose of this study was to chemically modify chitosan through the Maillard reaction in order to boost its antioxidant 
and antimicrobial properties.  

 
Materials and methods: Chitosan (0.5% w/v) was dissolved in 1.0% v/v acetic acid solution followed by stirring for 

1.0 h at room temperature. Afterwards, sugars inulin, glucose, and fructose were separately added to the chitosan solution 
at final concentration of 1.0% w/v. The obtained solutions were then stirred until complete sugar dissolution. The pH of 
solution was adjusted to 6.07 by adding 2.0 M sodium hydroxide and then the chitosan-sugar Maillard conjugates were 
fabricated through autoclaving the solutions at 121 °C. Changes in pH after the reaction were measured using a pH meter. 
The extent of the Maillard reaction was estimated via measuring the absorbance of the conjugated solutions at 294 nm 
(the intermediate products) and 420 nm (final products). Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy at transmission 
mode and 400-4000 cm-1 was employed to evaluate the structural changes of chitosan upon conjugation. Antioxidant 
activity of the conjugates was evaluated based on the reducing power assay. One mL of the samples was charged with 1.0 
mL of distilled water and 1.0 mL of potassium ferricyanide (1.0% w/v). The solution was mixed and incubated at 50 °C 
for 20 min. After adding 2.5 mL of tri-chloroacetic solution (10% w/v), the obtained solution was centrifuged at 5000 g 
for 5.0 min. Afterwards, 2.0 mL of the supernatant was mixed with 2.0 mL of distilled water and 1.0 mL of ferric chloride 
(0.1% w/v). The solution was stand for 10 min at ambient temperature and then its absorbance was recorded at 700 nm. 
Antimicrobial effect of the conjugates against pathogenic microorganisms (E. coli, S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, 
A. niger, and C. albicans) was measured according to the minimum inhibitory (MIC) and microbiocidal (MBC) 
concentrations. SPSS software (version 21) and one-way ANOVA were applied for data analysis. Duncan’s multiple 
range test was employed to determine the differences between means. 

 
Results & discussion: The Maillard reaction led to a significant decrement in pH value of chitosan-saccharide 

systems, mainly due to the covalent coupling of amino groups of chitosan to carbonyl groups of reducing sugars in 
conjugation with the production of acetic and formic acids. The highest intermediate compounds (A 294nm) and lowest 
browning intensity (A 420nm) observed in chitosan-fructose conjugate, which was likely attributed to the lower reactivity 
of fructose. Chitosan-inulin conjugate presented the highest A 420nm and lowest intermediate-to-final ratio (A 294nm/A 420nm), 
probably due to the lower inulin molecules and subsequently carbonyl groups compared to fructose and glucose. These 
groups may react with amino groups of chitosan at initial reaction times, leading more conversion rate of the intermediate 
compounds to the final ones. FTIR spectra of the chitosan and conjugates revealed that absorbance peak at 1661 cm-1 in 
chitosan spectrum decreased and shifted to 1578 cm-1 (in chitosan-fructose conjugate), 1579 cm-1 (in chitosan-glucose 
conjugate), and 1580 cm-1 (in chitosan-inulin conjugate), indicating the stretching C-N group and -C=N group and the 
formation of Schiff base (-C=N) between reducing end of the saccharides and amino groups of chitosan. Reducing power 
of the chitosan-saccharide systems improved after the thermal process. Although, chitosan-glucose and chitosan-fructose 
conjugates had significantly higher reducing power than unconjugated counterparts, but chitosan-inulin conjugate showed 

                                                             
1, 2 and 3. Professor, PhD student and MSc student, Department of Food Science and Technology, Faculty of Agriculture, 
Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, Iran . 
 (*- Corresponding Author Email: fshahidi@um.ac.ir) 

 نشریه پژوهشهاي علوم و صنایع غذایی ایران 
 117-129ص. 1399اردیبهشت -،فروردین 1، شماره 16جلد 

Iranian Food Science and Technology 
Research Journal  
Vol. 16, No. 1, Apr. May. 2020, p. 117- 129 
 



  129     ... غیرآنزیمی گلیکوزیلاسیون واکنش طریق از کیتوزان شیمیایی اصلاح  

non-significantly improved antioxidant activity compared to its non-heated mixture. Antioxidant activity of the Maillard 
conjugates was ascribed from the electron donating ability of their hydroxyl and pyrrole groups. The conjugates had lower 
MIC and MBC in comparison to their unconjugated pairs, except for chitosan-glucose conjugate, which showed no 
differences in MIC and MBC compared with its non-heated mixture. Antimicrobial property of the Maillard products, 
especially melanoidins has been attributed to their metal chelating features; melanoidins exert a bacteriostatic effect at 
low concentration and bactericidal effect at high levels through sequestering ionic iron from medium and magnesium 
from outer membrane, leading to the cell membranes destabilization. Additionally, antioxidant capacity, high surface 
activity, and inhibiting effect towards catabolic enzymes have been reported as another antimicrobial mechanisms of the 
Maillard products. In general, it can be concluded that chitosan-saccharide Maillard-based conjugates, particularly inulin-
chitosan one could be used in the food sector as a novel prebiotic-based active bio-compound with antioxidant and 
antimicrobial features. 
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