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 رازي، دانشگاه شي، دانشكده كشاورزييع غذايار گروه علوم و صنايدانش -3

 )14/06/95: رشيپذ خيتار  07/11/93: افتيدر خيتار(

  

 

 دهيچك

 يه باكتريم عليزوزي ليكروبيخواص ضد م.  شناخته شده استيي و داروييع غذاي در صنايعيا نگهدارنده طبيكروب يم به عنوان ضد ميزوزيكاربرد ل

ار زمان بر ي بسيعين واكنش طبيابد اما ايلارد بهبود ميدرات با استفاده از واكنش ماي مثل كانژوگه شدن با كربوهييايمي شيا استفاده از واكنش هاها ب

شد و تحت م با دكستران مخلوط يزوزيل. لارد استفاده شدي انجام واكنش مايو برايكرووي با مايد حرارت دهين پروژه روش جدين در اياست، بنابرا

 يش ميم و دكستران را افزايزوزيو سرعت كانژوگه شدن ليكرووي مايسه با روش مرسوم، حرارت دهيدر مقا. و قرار گرفتيكرووي مايحرارت ده

. ديگردن يي قند نمونه ها تعي محتويري و اندازه گيوني تبادل كاتي، كروماتوگرافSDS-PAGEزان كانژوگه شدن با استفاده از الكتروفورز يم. دهد

 4له شدن بعد از يكوزين گليشتري كانژوگه ها مشاهده شده و بيش وزن ملكوليو، افزايكرووي مايش زمان حرارت دهيج الكتروفورز نشان داد با افزاينتا

 ينژوگه ها كاي كروماتوگرافيل خروجيپروفا. م متصل شديزوزي مول دكستران به هر مول ل6/0ط ين شراي و تحت ا  بدست آمديقه حرارت دهيدق

ركانژوگه ها ي غي بالاتر منتقل شده و با منحني ملكوليك كانژوگه ها به وزن هاي، پيعيم طبيزوزيسه با ليدكستران نشان داد كه در مقا-م يزوزيل

لارد با يوگه شدن ماش سرعت كانژي دهد كه امكان افزايشنهاد ميج پينتا.  كنديد ميي دكستران را تأ–م يزوزي لي دارد كه اتصال كووالانسيهمپوشان

 .و وجود دارديكرووي ماياستفاده از حرارت ده

 

  لارديم، واكنش مايزوزي، ليو، كروماتوگرافيكرووي ماي الكتروفورز، حرارت ده: واژگانديكل
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   مقدمه- 1
 دالتون بوده و 14600 ي با وزن مولكولينيپروتئ 1ميزوزيل

 توسط الكساندر 1922نه است و در سال يد آمي اس129 يحاو

 يدهاي اسيل حضور بالايم بدلين آنزيا. نگ كشف شديفلم

ك بالا و برابر يزوالكترين نقطه اين و آرژنيزين، ليدينه هستيآم

 موجود در ساختار يدي سولفيوند ديچهار پ.  دارد5/10- 11

ور فراوان م بطين آنزيا.  گرددي آن ميداريم موجب پايزوزيل

 از ياري شود و در تخم پرندگان، بسيافت ميعت يدر طب

ر يعات پستانداران نظياهان، قارچ ها، حشرات، بافت ها و مايگ

. ر، اشك، بزاق، خون، موكوس و كلسترول وجود دارديش

 باند ين حاويل گلوكز آمياست-N يدهايگوساكاريم اليزوزيل

β-1-4خود را يكروبيق نقش ضد مين طري شكند و از اي را م 

 يكيني كلي كاربردهايم براين آنزي ا.]2- 1[ كند يفا ميا

 و ضد يروسي، ضد ويياي ضد باكتريمختلف شامل درمان ها

ن ين ايهمچن. شنهاد شده استيوان پي در انسان و حيالتهاب

ر و شراب ير پني نظيي در غذاهايكروبي كنترل رشد ميم برايآنز

به .  شودي استفاده ميارش طول عمر نگهديره جهت افزايو غ

 بدن انسان يمنيستم اي از سيك جز درونيم يزوزينكه ليل ايدل

م بر ين آنزي داشته باشد، ايت كمي رود كه سمياست انتظار م

 ي بافت هاي ها موثر است و بر رويكان باكتريدوگلي پپتيرو

ده تخم ي خالص شده از سفيم تجاريروريل.  نداردي اثريانسان

 يد مي توليوني كاتيونيض ي تعوين هايله رزيسمرغ امروزه بو

 دارد از جمله در ييع غذاي در صناي متعدديشوند و كاربردها

ا يسترير انداختن رشد لير موجب به تأخي و پني لبنيفراورده ها

 موجب به ي الكلي هايدني شود و در نوشيتوژنز ميمونوس

 نكه مطالعاتيضمن ا.  شودي ميكروبير افتادن فساد ميتأخ

ات ضد ي و بهبود خصوصيداريش پاي افزاي برايفراوان

  ]. 5- 3[م صورت گرفته است يزوزي لي و عملكرديكروبيم

 ي و عملكرديكروبي بهبود خواص ضد ميعي طبياز راه ها

ن يدر ا.  است2لارديم اصلاح با استفاده از واكنش مايزوزيل

 ن وين آزاد پروتئي آميان گروه هاي ميواكنش اتصال كووالانس

ط كنترل شده رطوبت، يد تحت شراي ساكاري پليليگروه كربون

 يره صورت مي، نسبت مناسب واكنشگرها و غpHحرارت، 

ن ي متفاوت پروتئين و با وزن ملكولي سنگيد هايبريو ه رديپذ

ل شده ي تشكيد هايبريه]. 6[ شود يل ميد تشكي ساكاريپل-

                                           
1. Lysozyme 
2. Maillard reaction 

رات يد تأثي ساكاريپل- ن يروتئ مخلوط پيجه حرارت دهيدر نت

 دارد، به عنوان مثال باعث بهبود يي غذاين هاي بر پروتئيمثبت

ات ين ها از جمله خصوصي پروتئيات عملكرديخصوص

 يريفاي و امولسيات كف كنندگيت، جذب آب، خصوصيحلال

 ي حرارتيداريابد و پاي ي بهبود ميات بافتي شود، خصوصيم

ت ي چون فعالياتيلاوه خصوصبع]. 9-7[ شود يشتر ميز بين

 و يي و ضد جهش زايت ضد سرطاني، فعاليداني اكسيآنت

  ].10[ابد ي يش ميز افزاي نيكروبيات ضد ميخصوص

له يكوزي، گزارش كردند كه گل)2005( و همكاران ينلاريام 

 60 ي، در دما5 به 1 يم با دكستران با نسبت وزنيزوزي ل3كردن

ك هفته و در رطوبت ي مدت زمان يراد، برا گيدرجه سانت

ك مول ي مول دكستران به 3، منجر به اتصال %79 ينسب

 يميت آنزين اظهار داشتند كه فعالين محققي گردد، ايم ميزوزيل

ت يافته اما حلاليكاهش % 20له شدن يكوزي گليم، طيزوزيل

اسكامان و  .ابدي ي هاي مختلف بهبود مpHن در يپروتئ

م با يزوزيله كردن ليكوزيط گلين شرايبهتر) 2006(همكاران 

 يگالاكتومنان و منان را مورد بررس  دكستران،يد هاي ساكاريپل

له يكوزي گلينه برايط بهيقرار دادند و متوجه شدند كه شرا

 ي درجه سانت60 ي و دماpH :5/8م با دكستران، يزوزيكردن ل

 ي برايكسانيج ينتا.  است5 به 1 يگراد با نسبت وزن

. م متصل نشديزوزيز بدست آمد اما مننان به ليگالاكتومنان ن

 و خواص ي حرارتيداريم كانژوگه شده با دكستران، پايزوزيل

م اصلاح نشده از خود يزوزيسه با لي در مقاي بهتريريفايامولس

اقدام به كانژوگه ) 2009(اله داد و همكاران .  دهدينشان م

دكستران سولفات كردند كه طي آن افزايش  ليزوزيم با 4كردن

 قليايي و دماهاي متفاوت، افزايش پايداري pHحلاليت در 

حرارتي، بهبود فعاليت امولسيون كنندگي و پايداري امولسيون 

اقدام به كانژوگه ) 2008( و همكاران يرمضان. مشاهده شد

ن كردند كه طي آن براي يم و كازئين با گلوكزآميكردن ليزوز

 و دماهاي مختلف، pHو پروتئين بهبود حلاليت در هر د

افزايش پايداري حرارتي، بهبود فعاليت امولسيون كنندگي و 

. پايداري امولسيون و بهبود ظرفيت كف كنندگي مشاهده شد

اقدام به كانژوگه كردن ليزوزيم ) 2000( و همكاران يتاكاهاش

 كردند و طي آن بهبود 5و گلوكز استئاريك اسيد مونو استر

 و بهبود فعاليت يش پايداري حرارتيفعاليت ضد باكتريايي، افزا

                                           
3. Glycosilation 
4. Conjugation  
5. Glucose stearic acid monoester 
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لو يزا) 1996( شو و هكاران .كنندگي مشاهده شدامولسيون

ن يم كانژوگه نمودند و به ايزوزيل گلوكان و گالاكتومنان را با

تصال د اي ساكارير پليش طول زنجيدند كه با افزايجه رسينت

 ي حرارتيداري و پايريفايم خواص امولسيزوزيافته به لي

 يدهاي ساكاريش تعداد پلين با افزايابد و همچني يش ميافزا

 سونگ و.  گردديشتر مشاهده ميافته بهبود خواص بياتصال 

ق يم را ازطريزوزيل–توزان ي، كانژوگه ك)2002(همكاران 

ت ي خاصه كردند و مشاهده كردند كهيلارد تهيواكنش ما

ن وزن بهتر از سبك وزن است ي سنگي كانژوگه هايريفايامولس

 نسبت به ي خوبيابيات ضد باكترين كانژوگه ها خصوصيو ا

د كانژوگه يبا تول) 2007( و همكاران يريام.  ها دارديگرم منف

م گزارش كردند كه كانژوگه حاصله اثر ضد يزوزيل- دكستران 

م اصلاح يسه با آنزي در مقا1ياكليشي بر اشري خوبيكروبيم

 نسبت به 2لوكوكوس اورئوسيكه بر استافينشده دارد، در حال

ت ي ندارد، بعلاوه فعالي داريم اصلاح نشده تفاوت معنيآنز

  ].16- 11[افت يز با كانژوگه شدن كاهش ي نيميآنز

د خواص ضد  در رابطه با بهبويتاكنون مطالعات متعدد

 يعيم با استفاده از واكنش طبيزوزي لي و عملكرديكروبيم

 يعين واكنش طبي كه ايلارد صورت گرفته است در حاليما

زان كانژوگه شدن دلخواه ي حصول ميزمان بر بوده و برا

ق امكان ين تحقي است، لذا در اياديازمند صرف زمان زين

م يزوزين ليرد بلايع واكنش ماي تسريو برايكرووياستفاده از ما

 .دي گرديو دكستران بررس

  

   مواد و روش ها- 2

   مواد-1- 2
 ي با وزن مولكول3ه شده از شركت آنوا تك كانادايم تهيزوزي ل

 دالتون از 10500 ي دالتون و دكستران با وزن مولكول14600

  .گرفت ، مورد استفاده قرار 4كاي آمريگمايشركت س

  م با دكسترانيزوزي كانژوگه كردن ل-2- 2
دكستران با استفاده از -م يزوزي ليه كانژوگه هاي تهيبرا

 يو با كم) 2006(و مطابق روش گوان و همكاران يكرويما

م و دكستران با يزوزين صورت كه ليبد. رات عمل شدييتغ

                                           
1. Escherichia coli 
2. Staphylococcus aureus 
3. Canadian Inovatech Inc 
4. Sigma Co. 

 يلي م2400ي ازام بهيزوزي گرم ليلي م480 (5به 1 ينسبت وزن

 حل شد، pH :7تر آب مقطر با ي ليلي م2در ) گرم دكستران

 1 گرم در يليم240(م بدون دكستران يزوزيك نمونه شامل لي

ه شد، پس از حل يز به عنوان شاهد تهين) تر آب مقطري ليليم

ه شده ي تهي، نمونه هاCᵒ 20 يشدن كامل نمونه ها در دما

م يزوزي لين نمونه حاويم و دكستران و همچنيزوزي ليحاو

 4 وات به مدت 180و با توان يكروويشاهد، در دستگاه ما

ك يش دما هر ي از افزايريقه  قرار گرفت، جهت جلوگيدق

 4قه در آب سرد ي دق5/2قه نمونه ها خارج شد و به مدت يدق

  ].17 [گراد قرار گرفتيدرجه سانت

 SDS-PAGE الكتروفورز -3- 2

د، ي ساكاريپل- ني پروتئيل كانژوگه هايد تشكيي تأيبرا

و با )  1970 (ي مطابق روش لاملSDS- PAGE5الكتروفورز 

 ژل ٪3 الكتروفورز با يژل افق. رفتيرات صورت پذيي تغيكم

ه شد و دستگاه يته ژل جدا كننده ٪10متراكم كننده و 

و راد ساخت سنگاپور مورد استفاده قرار يالكتروفورز دو طرفه ب

تر در بافر ي ليلي م1 گرم در يلي م2نمونه به غلظت . گرفت

 5 گراد به مدت ي درجه سانت100 ي دما مخلوط و درنمونه

تر نمونه يكرولي م20قه حرارت داده شد و در هر چاهك يدق

م ي آمپر تنظيلي م25 يته رويسيكتران اليزان جريم. ق شديتزر

انت يلي بري كوماسي در محلول محتويزيشد و در انتها رنگ آم

د و يك اسي استي در محلول محتوييبلو و متانول و رنگ زدا

  ].19[رفت يمتانول صورت پذ

 به روش تبادل ي انجام كروماتوگراف-4- 2

  6يونيكات
- ميزوزي ليل كانژوگه هايد تشكيي و تأيص ساز خاليبرا

تبادل ن  ي رزي حاويوني تبادل كاتيدكستران، از كروماتوگراف

. استفاده شد) 1998( مطابق روش جانسون CM-25 يونيكات

زان يه شد و نمونه ها به مي متر تهي سانت5×20ستون به ابعاد 

وم ينتر بافر كربنات آموي ليلي م1ن و در ي گرم توزيلي م1000

 g×2500 حل شدند و سپس با دور pH :7/7 مولار با يلي م10

 ي جدا و براييع رويما. دنديوژ گرديفيقه سانتري دقدهبه مدت 

 ستون مورد استفاده قرار گرفت و در هر ي روينمونه گذار

ون ها در ي فراكسيجذب نور.  شديتر جمع آوري ليلي م3لوله 

                                           
5. Sodium-dodecyl-sulphate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) 
6Cation-exchange chromatography 
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گرام مربوطه رسم ن و كروماتويي نانومتر تع280طول موج 

 مورد ي بعدي آزمون هاي خالص شده برايكانژوگه ها. ديگرد

  ].20[استفاده قرارگرفتند 

 كانژوگه ي قند در نمونه هايري اندازه گ-5- 2

  شده
ن ها با استفاده از روش فنول ي قند كل پروتئيرياندازه گ

لوكز به عنوان استاندارد  و با استفاده از گ1ديك اسيسولفور

د ياكننده در واكنش با اسي احين روش قندهايدر ا. ن شدييتع

 كنند كه يد ميل فورفورال تولي متيدروكسيظ هيك غليسولفور

كند كه در  يد مي توليب با فنول رنگ زرد نارنجين تركيا

د شده با مقدار قند ي ثابت فنول، مقدار رنگ توليها غلظت

د يط واكنش با اسياسب است و شراموجود در نمونه متن

دها به ي ساكاري است كه تمام پليك به نحويسولفور

جاد شده يزان رنگ اي شوند و ميه ميدها تجزيمونوساكار

د است، ي ساكاريد موجود در پليمتناسب با تعداد مونوساكار

 يمانده هاي باقي برا162 ين با توجه به وزن مولكوليبنابرا

 توان تعداد ي دكستران ميلتون برا دا10500د ويمونوساكار

 25. م را محاسبه كرديزوزي دكستران متصل شده به ليمول ها

تر ي ليلي م5/0م شاهد و كانژوگه شده با يزوزي گرم نمونه ليليم

 مخلوط شد و سپس با دور ٪5د يك اسي كلرو استيتر

rpm2000 رسوب حاصل با . وژ شديفيقه سانتري دق10 به مدت

 ساعت در 3 به مدت C60˚ يد و در دماآب مقطر شسته ش

 يلي م1/0ش فوق، ي آزمايهابه هركدام از لوله. آون خشك شد

د يتر اسي ليلي م5/0 درصد و 5تر فنل ي ليلي م1/0تر آب، يل

قه ي دق10سپس نمونه ها به مدت . ظ اضافه شديك غليسولفور

پس از آن نمونه ها كاملاً مخلوط .  ماندنديط باقي محيدر دما

قه قرار ي دق20 به مدت C30 -25˚ه و در حمام آب گرم شد

 نانومتر 490 آنها در طول موج يسپس جذب نور. داده شدند

 استاندارد غلظت قند آنها محاسبه يق منحنين شد و از طرييتع

  ].21[شد 

  يل آماريه و تحليتجز -6- 2
به منظور آناليز آماري داده ها و بررسي اطلاعات به دست آمده 

. دي هاي مختلف از طرح كاملاً تصادفي استفاده گرداز آزمون

آزمونها حداقل در سه تكرار انجام شده و سپس ميانگين و 

به منظور تعيين وجود اختلاف بين . انحراف معيار بدست آمد

                                           
1. Phenol sulfuric acid method 

 آنها از ي گروه بنديميانگين اعداد، از آناليز واريانس و برا

در تمام . شد استفاده 05/0در سطح آزمون چند دامنه اي دانكن 

مراحل، تجزيه و تحليل آماري داده ها با استفاده از نرم 

 .رفتي صورت پذ  SASافزار

  

  ج و بحثي نتا- 3

  SDS-PAGEج الكتروفورز ي نتا-1- 3
 يعيم طبيزوزي لي الكتروفورز مربوط به نمونه هاي الگو1شكل 

حرارت (م شاهد يزوزي، ل) و بدون دكسترانيبدون حرارت ده(

با (م كانژوگه شده با دكستران يزوزيو ل) كسترانده بدون ديد

 گرم يلي هر مي گرم دكستران به ازايلي م5  ينسبت  وزن

.  دهديقه را نشان مي دق4، 3، 2، 1 يدر زمان ها) ميزوزيل

ات ين خصوصيله شدن از مهمتريكوزيا درصد گليزان يم

ات يم بر خصوصي است كه بطور مستقييايميكوشيزيف

 از راه يكي گذارد و الكتروفورز ير مي ها تأثني پروتئيعملكرد

 مطابق الگو . باشديشرفت كانژوگه شدن ميزان پين ميي تعيها

ده ي دينيك باند پروتئيتنها ) م شاهديزوزيل (1در ستون شماره 

ش زمان ي با افزا5 تا 2 يكه در ستون هاي شود در حاليم

ك باند ي يجيباعث ظاهر شدن تدرو يكرووي مايحرارت ده

 ژل متراكم كننده كه مربوط به يع و متراكم در ابتدايده، وسيكش

 واكنش يل شده در طي تشكي بالاياجزاء با وزن مولكول

ن كانژوگه يشتري رسد بي شود و به نظر مي باشد، ميلارد ميما

 يقه حرارت دهي دق4نمونه با  (5شدن در ستون شماره 

 5 تا 2 ين هادر ستو). نهينمونه به(رخ داده است ) ويكروويما

 يعيم طبيزوزي كمتر از ليكي با حركت الكتروفورتيين هايپروتئ

ع مشاهده ي گسترده و وسي شود كه بصورت باندهايمشاهده م

ن باندها يو، ايكروويمار مايش زمان تي شوند و با افزايم

ف يم ضعيزوزي شوند و همزمان باند مربوط به ليگسترده تر م

ان تحت واكنش كنترل شده دكستر.  شوديتر و كمرنگ تر م

م متصل شده است كه يزوزي به ليوند كووالانسيلارد، با پيما

م، يزوزي متفاوت دكستران به ليل اتصال تعداد مول هايبدل

ع ين توزيا.  شونديد مي متفاوت تولي با وزن مولكوليمشتقات

م، يزوزي لينيبات مختلف پروتئي تركي برايع وزن مولكوليوس

 در الكتروفورز شده كه يني پروتئيدن باندهامنجر به گسترده ش

ن ي اي آنها بسته به وزن مولكوليكيتيحركت الكتروفور

ع در يف وسيك طين امر منجر به ظاهر شدن يبات دارد، ايترك
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 ين مير حركت پروتئي شكل گرفته در مسيني پروتئيباندها

گزارش ) 2009( اله داد و همكاران ].13- 11 و 9-8[گردد 

لارد به ي واكنش مايش زمان گرمخانه گذاريافزاكردند، با 

ك يم با دكستران از زمان صفر تا يزوزيمنظور كانژوگه كردن ل

افته و همزمان ي كاهش يني پروتئي اصليهفته شدت باندها

ناكامورا و . ابدي يش مي كانژوگه ها افزاي باندهايگستردگ

هده م و دكستران مشايزوزيبا كانژوگه كردن ل) 1992(همكاران 

د شده و يم ناپديزوزي ليش زمان گرمخانه گذاريكردند با افزا

ن كانژوگه ها ي متفاوت و سنگي با وزن ملكوليهمزمان باندها

ه كانژوگه يبا ته) 2005( و همكاران ين لاريام. ظاهر شدند

دكستران گزارش كردند -ن يدكستران و كازئ-م يزوزي ليها

 با يل كانژوگه هايك منجر به تشيش زمان گرمخانه گذاريافزا

گوان و .  شودي ژل جدا كننده مي متفاوت در ابتدايوزن ملكول

زوله شده ين اي پروتئيه كانژوگه هايبا ته) 2006(همكاران 

ن يگلوكز، پروتئ–ا يزوله شده سوين ايدكستران، پروتئ–ا يسو

لاكتوز –ا يزوله شده سوين ايمالتوز و پروتئ–ا يزوله شده سويا

 معمول يسه با روش گرمخانه گذاريو در مقايكروويله مايبوس

و يكرووي مايلارد، گزارش كردند حرارت دهيواكنش ما

 در يشتري بيلارد شده و كانژوگه هايع واكنش مايموجب تسر

  شوديم ل يتشك  ي ده حرارت مرسوم   روش  سه بايمقا

] 9 ،11 ،17 ،22.[ 

  

  
Fig 1SDS–PAGE patterns of lysozyme -dextran 

conjugates (1) Control lysozyme, (2) Sample 
treated with microwave for 1 min (3) Sample 
treated with microwave for 2 min (4) Sample 
treated with microwave for 3 min (5) Sample 

treated with microwave for 4 min 
 

 تبادل يج حاصل از كروماتوگرافيا نت-2- 3

   يونيكات
 ي نمونـه هـا    يوني تبـادل كـات    يج كروماتوگراف ينتا 2شكل  

و و بــدون يكرووي مــايبــدون حــرارت دهــ (يعــيم طبيزوزيــل

قـه  ي دق 4(نـه   يدكـستران به  -ميزوزي ـو كانژوگه ل  ) A) (دكستران

ن نـوع  ي ـدر ا.  دهدي را نشان م (B) )ويكرووي مايحرارت ده

م باعـث  يزوزي مثبت موجود در ساختار لي بارها ،يكروماتوگراف

 ي ناش ـي منفيحامل بارها (CM-25اتصال آن به ذرات ستون    

 ي بارهـا  يني شود و تنهـا بـا جـاگز        يم) لي كربوكس ياز گروها 

وند ي، پ)در نمك  +Naون يمثل كات( تر يون قويك كاتيمثبت با 

 .  شودين گسسته ميم و ذرات رزيزوزين ليب

 

 
 

Fig 2 Chromatograms of unconjugated (A) and 
dextran-conjugted (B) lysozyme 

 
م كانژوگه شده منجر به كـاهش       يزوزيكاهش بار مثبت در ل    

 شود و   يل ذرات ستون م   ي كربوكس يم با گروه ها   يزوزياتصال ل 

 يرج م ـ ن تر نمك و در ابتدا از سـتون خـا          يي پا يدر غلظت ها  

 شـود،   ي مـشاهده م ـ   2همانطور كه در شكل     ]. 12 و   11[شود  

 بـالاتر نمـك كلـرور       ي و شاهد در غلظـت هـا       يعيم طب يزوزيل

 شود و با مشاهده جذب نمونـه هـا در طـول             يم خارج م  يسد

 ـ    280موج    ي بـرا 112-114 ي در لولـه هـا     ي نانومتر قلـه منحن
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كـسان  يط يكه با اعمال شرا   يم شاهد مشاهده شد، در حال     يزوزيل

 بافر مورد اسـتفاده، ارتفـاع و قطـر          pHاز لحاظ نوع، غلظت،     (

ن تـر نمـك     يي پـا  ي، نمونه كانژوگه شده  در غلظت هـا        )ستون

 ي مولار شسته و خارج ميلي م10وم  يهمراه با بافر كربنات آمون    

 شود كـه از  ي مشاهده م يك بلند وگسترد ه تر    ين پ يشود، بنابرا 

 ـ ادامـه پ   132اره   شروع و تا لوله شـم      85لوله شماره    دا كـرده   ي

 . قرار دارد100-104 ي در لوله هاياست و قله منحن

 توانند ي باشد كه مي آزاد ميني گروه آم7 يم دارايزوزيم لي آنز

ل آزاد موجود در دكستران متصل شوند و با يبه گروه كربون

زان يلارد ميم در واكنش مايزوزي آزاد ليني آميشركت گروه ها

شتر يزان اتصال بيابد و هر چه مي ي كاهش منيبار مثبت پروتئ

زان يم.  شونديعتر خارج مي كانژوگه شده سريم هايزوزيباشد ل

زان بار ين بسته به ميل رزي كربوكسيم به گروه هايزوزياتصال ل

ن اتصال يشتر باشد، ايم دارد و هر چه بار مثبت بيزوزيمثبت ل

 ين ميزگيم جايون سدي بالاتر ي تر است و با غلظت هايقو

ون ين تر يي پاي كه در غلظت هاييم هايزوزين رو ليشود، از ا

 متصل يم هايزوزيم و در ابتدا از ستون خارج شده اند ليسد

 يشتر هستند و همانگونه كه در الگوي بيشده با دكستران ها

م يزوزي در مورد ليعيك وسي شود پيكروماتوگرام مشاهده م

م يزوزي دهنده خروج ل شود كه نشانيكانژوگه شده مشاهده م

م كانژوگه يزوزي كار و سپس مخلوط ليكانژوگه شده در ابتدا

 ي كانژوگه ميم هايزوزيان ليشده و كانژوگه نشده و در پا

گزارش كردند كه ) 1996(شو و همكاران ]. 13-11[باشد 

م را يزوزيم، بار مثبت ليزوزي دكستران به لياتصال كووالانس

  راحت تر  مي سد يون هاي  با  نهاآ  ينيگزيجا كاهش داده و 

ل ي بدليشتر منحني بيرد و احتمالاً گستردگي پذيصورت م

م كانژوگه شده و كانژوگه نشده يزوزي لي هاي منحنيهمپوشان

در ) 1992( توسط ناكامورا و همكاران يج مشابهينتا.  باشديم

) 2005( و همكاران ين لاريام گالاكتومانان،-ميزوزيب ليترك

دكستران، اسكامن و - نيدكستران و كازئ- ميزوزيب ليدر ترك

م يزوزيدكستران و ل- ميزوزيب ليدر ترك) 2006(همكاران 

ب يدر ترك) 2007( و همكاران يريام گالاكتومانان و–

  .دكستران گزارش شد-ميزوزيل

  ميزوزيزان قند متصل شده به ليج مي نتا-3- 3
م يزوزي لزان دكستران موجود در نمونهي نشان دهنده م1جدول 

همانطور كه مشاهده .  باشديكانژوگه شده در حالت محلول م

 مول دكستران 6/0 ميزوزي شود به طور متوسط به هر مول ليم

متصل ) ميزوزي گرم ليليكرو گرم دكستران به هر مي م281ا ي(

 ي و شاهد دارايعيم طبيزوزي لي شود كه با نمونه هايم

ن يلارد بياكنش ماانجام و.  استي داري معنياختلاف آمار

زان قند ي ميريو با اندازه گيكروويله مايم و دكستران بوسيزوزيل

ج ي كانژوگه خالص شده، نتايم هايزوزيكل موجود در ل

ناكامورا و همكاران . د كرديي را تأيالكتروفورز و كروماتوگراف

گالاكتومانان، سونگ و -ميزوزيبا كانژوگه كردن ل) 1992(

ن يتوزان، اميك-ميزوزي كانژوگه شدن ليدر ط) 2002(همكاران 

- ميزوزي ليه كانژوگه هايبا ته) 2005( و همكاران يلار

ه يبا ته) 2009(دكستران، اله داد و همكاران -نيدكستران و كازئ

دكستران سولفات –م يزوزيدكستران و ل–م يزوزي ليكانژوگه ها

م و يزوزي ليه كانژوگه هايبا ته) 2008( و همكاران يريو ام

م با يزوزي بر اتصال قند به لي را مبنيج مشابهيستران نتادك

لارد گزارش كردندياستفاده از واكنش ما

  

Table 1 Average amount of dextran conjugated to lysozyme 
Mol dextran/mol protein Mg dextran/mg protein  

0b 0.0b Unconjugated lysozyme 
0.6±0.021a 0.281±0.016a Dextran-conjugted lysozyme 

*Data represent means ± standard deviations from triplicate analysis. The different small letters 
indicate significant difference (p < 0.05) 

  

  يريجه گي نت- 4
 يدكستران با استفاده از حرارت دهم با يزوزين پروژه ليدر ا

ج يلارد قرار گرفت، نتايط واكنش مايو در شرايكروويما

و يكرووي مايش زمان حرارت دهيالكتروفورز نشان داد با افزا

كروماتوگرام .  شوديم متصل ميزوزي به ليشتريدكستران ب

د ييج الكتروفورز را تأي نتايوني تبادل يحاصل از كروماتوگراف

ن نشان داد يزان قند متصل شده به پروتئي ميريه گانداز. كرد

ط حرارت يم در شرايزوزي هر مول لي مول دكستران به ازا6/0

استفاده از .  شوديم متصل ميزوزيقه به لي دق4 به مدت يده
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 يعيسه با روش طبيو سرعت كانژوگه شدن را در مقايكروويما

ش يفزا ايزان قابل توجهيلارد به ميو مرسوم كانژوگه شدن ما
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Application of lysozyme as a natural antimicrobial or preservative agent in food and pharmaceutical 
industry is well known. The antimicrobial effects of lysozyme can be expanded by conjugation with 
carbohydrates via Maillard reaction, however this natural reaction is a time consuming process. So in 
this study a new method microwave heating, was applied to Accelerate the Maillard reaction. 
Lysozyme was mixed with dextran and heated by microwave irradiation. The glycation extent was 
determined by SDS-PAGE electrophoresis, cation-exchange chromatography and sugar analysis. 
SDS-page pattern show that with increasing heating time a high molecular weight conjugates were 
appeared and maximum glycosylation was occurred after 4 minutes heating. The elution profiles 
(chromatograms) of the lysozyme–dextran conjugates compared the natural lysozyme showed that the 
conjugated peak shifted towards the higher molecular weight fraction and overlapped with the non 
conjugated proteins, indicated that lysozyme was covalently bound to dextran. These results suggest 
that Maillard reaction rate can be increase using microwave heating.  
 
Key words. Chromatography, Electrophoresis, Lysozyme, Maillard reaction, Microwave heating 
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