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بررسي خصوصيات فيزيكوشيميايي و عملكردي ليزوزيم اصلاح شده با 

  تراگاكانتين

  

             ، 3، عسگر فرحناكي3، مهرداد نياكوثري2محمود امين لاري ،∗1رويا كشني

  4غلامرضا مصباحي

  
 بخش علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيراز -1

 ، دانشكده كشاورزي، و بخش بيوشيمي ، دانشكده دامپزشكي ، دانشگاه شيرازاستاد بخش علوم و صنايع غذايي -2

 دانشيار بخش علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيراز -3

  استاديار بخش علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيراز -4

 )18/8/93:   تاريخ پذيرش19/10/93: تاريخ دريافت(

 

  چكيده
 واكنش هاي بين آنزيم ها و ماكروملكول ها .ر سال هاي اخير، پيشرفت هايي در بهينه كردن عملكردهاي بيوكاتاليتيكي آنزيم ها صورت گرفته استد

-N و  اسيداستيل موراميك-N ميان ß) 1-4(ليزوزيم آنزيمي است كه هيدروليز باندهاي . نقش مهمي در پايداري ساختار و عملكرد آنزيم ها دارد

كتيرا به عنوان يكي از پليمرهاي آلي مترشحه از نوعي گياه تيره گون . استيل گلوكز آمين موجود در ساختار ديواره سلولي باكتري ها را كاتاليز مي كند

اي تراگاكانتين و اين بيوپليمر از دو جزء محلول و نامحلول به نام ه. از جمله تركيبات مهم در داروسازي و توليد ريز مغذي هاي غذايي مي باشد

ليزوزيم از آنزيم به ) جزء محلول در آب هيدروكلوئيد كتيرا( هدف از اين تحقيق اتصال تراگاكانتين . تشكيل شده است) باسورين(تراگاكانتيك اسيد 

 تاييد وگرافي تبادل يونكرومات و SDS-PAGEاتصال كووالانسي اين هيدروكلوئيد به ليزوزيم با روش هاي الكتروفورز . استطريق واكنش ميلارد 

همچنين .  كنندگي و كف كنندگي را نشان دادفعاليت امولسيونحلاليت،  آناليزهاي بررسي خواص عملكردي كانژوگه ي به دست آمده بهبود .گرديد

تواند كاربرد اين هيدروكلوئيد را به يك  مي تراگاكانتينبنابر نتايج اين تحقيق اتصال ليزوزيم با . پايداري حرارتي ليزوزيم در اين نمونه ها افزايش يافت

  .تركيب عملگر و ليزوزيم را به عنوان يك تركيب ضدميكروبي طبيعي در صنايع غذايي و دارويي افزايش دهد

  

  خواص عملكردي، پايداري حرارتي، ، تراگاكانتين، واكنش ميلاردليزوزيم : واژگانكليد

  

                                                 
∗
  Roya.Koshani@yahoo.com : مسئول مكاتبات 
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  مقدمه - 1
 EC)  1يل هيدرولازئواستيل مورام-Nآنزيم ليزوزيم يك 

است كه اغلب تحت عنوان موراميداز ناميده مي (3.2.1.17

سوبستراي يك ضد ميكروب طبيعي است كه آنزيم اين .شود

طبيعي آن تركيب اصلي ديواره سلولي باكتري ها يعني 

)  نيز ناميده مي شود2كه تحت عنوان مورين(پپتيدوگليكان 

 ديواره سلولي نقش ضد ميكروبي ليزوزيم بر. ]2و1[ است

باكتري ها موجب كاربرد گسترده اين تركيب در صنايع مختلف 

 در .]3[ غذايي، داروسازي، پزشكي و آرايشي گرديده است

 بكار رفته در درمان 3صنايع داروسازي براي ساخت اسپري هاي

 و حفاظت از 5پيشگيري از فساد دندان ،4بيماري هاي ريوي

 در تهيه محلول هاي نيمه همچنين.  بكار مي رود6بافت بيني

 و 9، سوختگي8 و كرمهاي پوستي جهت درمان زخم7جامد

در صنايع بسته بندي مواد غذايي از .  كاربرد دارد10ترميم پوست

ليزوزيم براي تهيه فيلم هاي ضد ميكروبي جهت توسعه 

ماندگاري غذاهايي كه حداقل ميزان فرآيند را ديده اند استفاده 

م در فيلم هاي ساخته شده از كيتوزان، تثبيت ليزوزي. مي شود

 .سيليكاژل و پلي استايرين مثال هايي از اين مورد مي باشد

همچنين اين آنزيم مي تواند به عنوان يك نگهدارنده طبيعي 

براي توسعه ماندگاري مواد غذايي نظير گوشت و محصولات 

ميوه جات استفاده  گوشتي، پنير، غذاهاي دريايي، سبزيجات،

تشديد فعاليت ضدميكروبي اين تركيب به همراه  .]4[ مي شود

بهبود خواص عملكردي، ليزوزيم را به يك افزودني بسيار ايده 

آل كه كاربرد وسيعي در صنايع غذايي گوناگون تحت شرايط 

  .]6و5[ مختلف دارد مبدل ساخته است

از طرفي هيدروكلوئيد كتيرا از جمله مهمترين صمغ هاي گياهي 

 تراوش مي Astragalus gummiferياه گون است كه از گ

شود و به عنوان يك هيدروكلوئيد با كيفيت، در فهرست 

GRAS11 اين بيوپليمر از دو جزء محلول و .]7[ قرار دارد 

) باسورين(نامحلول به نام هاي تراگاكانتين و تراگاكانتيك اسيد 

تراگاكانتين يك تركيب پلي ساكاريدي خنثي . تشكيل شده است

                                                 
1. N-acetylmuramoyl hydrolase 
2. Murein 
3. Aerosol 
4. Bronchopulmonary 
5. Dental care 
6. Nasal tissue protection 
7. Lotions 
8. Inflamentation 
9. Burning 
10. Skin reparation 
11. Generally Recognized As Safe 

كه به صورت آرابينوگالاكتان بسيار شاخه اي مي باشد كه است 

ساختار تراگاكانتين از .  آرابينوز مي باشد-در آن قند غالب ال

 گالاكتوز مي باشد كه شاخه -يك هسته متشكل از عوامل د

آرابينوز به آن متصل شده اند و شكل -هاي بسيار منشعب ال

 آب است كه اين بخش محلول در. ملكولي كروي ايجاد ميكند

شدت ه بعلت ساختمان پلي ساكاريدي ويژه اي كه دارد ب

و باعث ايجاد يك محلول كلوئيد آبي مي هيدروفيل مي باشد 

  .]8[ شود

يك روش مؤثر براي بهبود خواص عملكردي پروتئينها، كه 

ها با نيازي به كاتاليز شيميايي هم ندارد و به برهمكنش پروتئين

در طي اين . ]9[، واكنش ميلارد است ساكاريدها تكيه داردپلي

 ساكاريد بين گروه پلي-واكنش كونژوگه شدن تركيبات پروتئين

- كننده انتهايي در پلي در پروتئين و گروه كربونيل احياآميني

ساكاريد، در شرايط كنترل شده دما و رطوبت نسبي و در محيط 

     .شودخشك انجام مي

  متشكل ازيمر عملگرا،هدف از اين پژوهش توليد يك بيوپل

 تراگاكانتين از طريق واكنش آنزيم ليزوزيم با هيدروكلوئيد

  . ميلارد مي باشد

  

 مواد و روش ها - 2

  ماده سازي كتيرا آ -2-1
كتيراي نواري مرغوب از گياهان گون در حال رشد از نواحي 

نمونه هاي جمع آوري شده . جنوب غربي ايران جمع آوري شد

اب پودر شد و براي دستيابي به ذرات با اندازه با استفاده از آسي

يكسان از الك هاي با مش سايزهاي مختلف، پودرهاي بين 

  .  ميكرون به دست آمد500 تا 200

جداسازي و اندازه گيري جـزء محلـول         -2-2

خشك كردن با استفاده از خـشك كـن         كتيرا و   

  پاششي

ل مخلوط كرده    ميلي ليتر اتانو   1 گرم با    1به مقدار   را  پودر كتيرا   

 ميلي ليتر آب مقطر به آن اضـافه         200تا پودر خيس شد، سپس      

و محلول حاصل به مدت يك شبانه   )  درصد 5/0محلول  ( كرده  

 همزدن به منظـور  همراه با درجه سانتي گراد 1-3روز در دماي   

بـراي جداسـازي دو بخـش       . هيدراته شدن كامل نگهداري شد    

عت  ســا3بــه مــدت  rpm4500كتيــرا، از ســانتريفيوژ بــا دور 

  تراگاكـانتين  جهت توليد مقرون به صـرفه      ).10( استفاده گرديد 
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 خشك  بامحلول رويي كتيراي سانتريفيوژ شده به صورت پودر،

،  نيـشابور    -كن پاششي آزمايشگاهي شركت مهام صنعت ايران      

  . خشك گرديد

 كانژوگه كردن ليزوزيم با تراگاكانتين در -2-3

5/8  pH=ليوفيليزه شده و در در حالت پودر 

  C° 60زمان هاي مختلف نگهداري در دماي 
 ميلي ليتر بافر فسفات سديم 10 ميلي گرم ترگاكانتين در 400

 ساعت دماي محيط حل 1 به مدت =pH 5/8 مولار با 05/0

 ميلي ليتر بافر 2 ميلي گرم ليزوزيم كه در 100شدند، سپس 

ماده شده ي فسفات حل شده به آن اضافه شد، محلول هاي آ

تركيب ليزوزيم و هيدروكلوئيد به شش قسمت مساوي تقسيم 

نمونه پودرهاي آماده شده به مدت . گرديد و سپس ليوفيليزه شد

 روز در فواصل زماني صفر، يك، دو، شش، هشت، ده روز 10

 اشباع جهت تامين 1 در حضور برمايد پتاسيمC° 60در آون 

  . ]11[قرار داده شدند % 79رطوبت نسبي 

 الكتروفورز نمونه ها -2-4

ها به ليزوزيم، الكتروفورز    به منظور سنجش اتصال هيدروكلوئيد    

SDS-PAGE         از ژل   در يك سيستم بافري ناپيوسته با استفاده

 نمونه هـا بـا      .انجام گرديد  ]12[ پلي آكريل آميد بر طبق روش     

ژل زيرين .  ميلي گرم پروتئين در ميلي ليتر آماده شدند      2غلظت  

) pH=8/8( تريس بازيM2/1در  % 10ژل پلي آكريل آميد     يك  

ــودSDS% 3/0و  ــي حــاوي .  ب ــد در % 3/0ژل روئ ــل آمي آكري

M025/0 ــازي ــافر.  بــودSDS% 2/0و ) pH=6/8( تــريس ب  ب

 گلايـسين،   M192/0  تـريس بـازي،    M025/0الكترود حـاوي    

15/0 %SDS   6/8 در=pH ميلي  24الكتروفورز در جريان    .  بود 

 در  250- و ژل به وسيله كوماسي بريليانت بلو آر        آمپر انجام شد  

در % 10رنگ آميزي شد و سپس بـا اسـيد اسـتيك            % 50متانول  

   .رنگبري شد% 7متانول 

 انجــام كرومــاتوگرافي بــه روش تبــادل -2-5

 كاتيوني در نمونه ليزوزيم

 براي بررسي CM-25در اين روش از رزين تبادل كاتيوني 

ين جداسازي ليزوزيم گليكوزيله ميزان گليكوزيله شدن و همچن

كروماتوگرافي بر . شده از ليزوزيم اصلاح نشده استفاده گرديد

  .]6[  انجام گرديدبا تغييرات جزئي 6اساس رفرانس 

   

تعيين پايداري حرارتي با روش  -2-6

 Differential)گرماسنجي پويشي تفاضلي 

Scanning Calirometry) 
ي ي آنزيم ليزوزيم و كانژوگه براي تعيين ميزان پايداري حرارت

 DSC1مدل( DSCاز دستگاه  تراگاكانتين –ليزوزيم 

Mettler Toledoاستفاده شد)، ساخت كشور سوئيس  .

 از نظر دما و آنتالپي با اينديوم DSCدستگاه 

(Tm,onset=156.6ºC, ∆H=28.45J/g)نمونه .  كاليبره شد

 فسفات حجمي پروتئين در بافر - درصد وزني10ها با غلظت 

يك ظرف خالي به عنوان شاهد . آماده سازي شدند=pH 7 با

سپس با استفاده از ترموگرام هاي به . در دستگاه قرار داده شد

 پيك يا STARe system و نرم افزار DSCدست آمده از 

 محاسبه (H∆) و تغييرات آنتالپي (Td)دماي دناتوراسيون 

  . شدند

 و تعيين فعاليت امولسيون كنندگي -2-7

 توليد شدهپايداري كانژوگه

كنندگي و پايداري امولسيون نمونه ها براساس فعاليت امولسيون

صورت ) Kinsella )13  وPearceروش انجام شده توسط 

 ميلي ليتر نمونه به 3يك ميلي ليتر روغن ذرت به . پذيرفت

 مولار 1/0 ميلي ليتر بافر فسفات 100 ميلي گرم در 100غلظت 

4/7=pHنايزر ژه شد و كاملا مخلوط شده و سپس با همو افزود

 1/0.  دقيقه در دماي محيط هموژنيزه شد1با دور ثابت به مدت 

 دقيقه 10 تا 0ميلي ليتر از امولسيون تهيه شده در فواصل زماني 

 ميلي ليتر سديم دودسيل سولفات 5 و در هر دقيقه برداشته شده

آنها در طول به آن اضافه شد و بلافاصله جذب نوري % 1/0

 نانومتر تعيين شد و منحني مربوطه بر اساس ميزان 500موج 

 دقيقه رسم شد و ميزان جذب در زمان 10جذب و مدت زمان 

. صفر به عنوان فعاليت امولسيون كنندگي در نظر گرفته شد

پايداري امولسيون تشكيل شده نيز با تعيين مدت زماني كه 

كاهش يابد محاسبه طول مي كشد تا ميزان كدورت به نصف 

   .شد

تعيين ظرفيت كف كنندگي و پايداري  -2-8 

  كف
 ميلي 100 گرم پروتئين بود در 3مقداري از نمونه ها كه حاوي 

مخلوط حاصل در مخلوط كن با . ليتر آب مقطر حل شد

مخلوط حاصل در يك .  دقيقه مخلوط شد3سرعت بالا براي 
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 اندازه گيري  ميلي ليتري ريخته شد و حجم كل250استوانه 

 ثانيه دوباره حجم خوانده شد و اختلاف بين دو 30بعد از . شد

پايداري كف برابر با . حجم برابر با ظرفيت كف كنندگي است

   .]14[ دقيقه است 30افت حجم در مدت 

   آماري داده ها و تحليلتجزيه -2-9

براي انجام آناليز داده ها و بررسي اطلاعات به دست آمده 

. اي مختلف از طرح كاملا تصادفي استفاده شداز آزمون ه

سه تكرار (به منظور تعيين اختلاف بين ميانگين اعداد 

 از آزمون چند 12، پس از آناليز واريانس)براي هر آزمايش

در .  استفاده گرديد)P>05/0( در سطح 13دامنه اي دانكن

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

  . صورت گرفتSAS 9.1  نرم افزار

  

  نتايج و بحث- 3 

 ـ     -3-1 ا تاثير شرايط گليكوزيله كـردن آنـزيم ب

ــانتين   ــدهاي تراگاك ــوي  هيدروكلويي ــر الگ ب

   الكتروفورتيكي آنها
% 10 الگوي الكتروفورز بر روي ژل پلي آكريل آميد 1شكل 

نمونه هاي ليزوزيم كانژوگه شده با تراگاكانتين در حالت پودر 

 10، 8، 6، 2، 1، 0ده در زمان هاي مختلف شامل ليوفيليزه ش

در مقايسه با  pH =5/8 و C°60روز نگهداري در دماي 

  . تركيب ليزوزيم حرارت نديده نشان مي دهد

 
 ديدروكلوئيه با شده كانژوگه ميزوزيل الكتروفورزي الگو 1 شكل

 بر مختلفي ها زمان و pH=5/8 در) 1:4ي وزن نسبت با (نيتراگاكانت

  درصد 10 ديآم ليآكري پل ژل يرو

                                                 
12. Analysis of variance 
13. Test Multiple Range Duncans 

از آنجا كه قهوه اي شدن غير آنزيمي ميلارد به ميزان 

، فعاليت آبي وغلظت pHزيادي به فاكتورهاي زمان، 

اجزاي شركت كننده در واكنش بستگي دارد، بنابراين در 

بر ميزان مختلف انكوباسيون  هاي زماناين تحقيق تاثير 

ين از طريق واكنش كانژوگه شدن ليزوزيم با تراگاكانت

ميلارد مورد بررسي قرار گرفت و مشاهده شد كه با 

افزايش زمان واكنش ميلارد از صفر تا ده روز، گستردگي 

همانطور كه در شكل  .باند هاي پروتئيني افزايش مي يابد

مشاهده مي گردد كه با افزايش زمان گرمخانه گذاري  1

 دامنه باند پروتئيني گسترده تر شده است و در واقع

، در حاليكه در ستون گستردگي وزن ملكولي بيشتر شده است

  .  باند باريكتر و كم رنگ تري ديده مي شود2و1شماره 

نتايج حاصل از تصاوير الكتروفورز تحت تاثير زمان با 

امين . گزارشات بدست آمده از ساير محققين مطابقت دارد

فزايش زمان با ا كه  گزارش كردند]5[ )2005( و همكاران لاري

واكنش ميلارد به منظور اصلاح ليزوزيم با دكستران از زمان 

صفر تا يك هفته شدت باند ها كاهش يافته و گستردگي باند ها 

 و Yadav. با افزايش زمان گرمخانه گذاري افزايش مي يابد

 كانژوگه هاي پروتئين شير و صمغ فيبر ]15[ )2012(همكاران 

با توجه به الگوي . ردندذرت در شرايط ميلارد تهيه ك

الكتروفورز، يك روند كاهش تدريجي در باندهاي پروتئيني با 

 60در دماي )  روز7 و 3، 2(افزايش زمان گرمخانه گذاري 

 روز 7آنها دريافتند كه . درجه سانتي گراد مشاهده كردند

گرمخانه گذاري تحت اين شرايط براي تشكيل كانژوگه ها 

گزارش  ]16[) 2007(كاران  و همMiralles. كافي است

 روز بمنظور 7 تا 5/0كردند كه با افزايش زمان حرارت دهي از 

لاكتوگلوبين با كيتوزان شدت باندها افزايش مي يابد -اصلاح بتا

كه بدليل تشكيل تركيبات با وزن مولكولي بالاتري مي باشد و 

لاكتوگلوبولين با گذشت زمان كمرنگ تر و -باند مربوط به بتا

نشان مي دهد ) 1شكل ( الكتروفورز ويرآناليز تص .مي شودمحو 

  روز گرمخانه گذاري در دماي8كه بيشترين تغييرات در طي 

 رخ مي دهد و بيشترين =5/8pH درجه سانتي گراد و 60

تعداد باند هاي پروتئيني ليزوزيم در واكنش شركت مي كنند 

  ).نمونه اپتيمم(

 نشدن دايمرهاي ليزوزيم لازم به ذكر است كه دليل واضح ديده

و ساير باندهاي مربوط به كانژوگه شدن، تا حدودي مربوط به 

ماهيت هيدروكلوئيد تراگاكانتين و به خصوص ويسكوزيته 
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بالاي اين هيدروكلوئيد است، كه مانع حركت الكتروفورتيكي 

  .معمول و ايده آل گانژوكه ها شده است

تاثيركانژوگه شدن شدن ليزوزيم با  -3-2

يدروكلوئيد تراگاكانتين بر رفتار ه

  كروماتوگرافي تبادل يوني
 كروماتوگرام حاصل از كروماتوگرافي به روش تبادل 2شكل 

بدون   براي نمونه هاي ليزوزيمCM-25يوني در ستون 

تراگاكانتين و ليزوزيم كانژوگه شده با تراگاكانتين به نسبت 

 روز 8ت  به مدC°60 و نگهداري شده در دماي 4 به 1وزني 

در اين روش ليزوزيم كه بار مثبت دارد به . را نشان مي دهد

 كه گروه كربوكسيل منفي دارد متصل مي CM-25ذرات ستون 

   .شود

 

 در ون يتبادل روش بهي كروماتوگراف از حاصل كروماتوگرام 2 شكل

 با شده كانژوگه ميزوزيل و نشده كانژوگه ميزوزيلي ها نمونه

 ،4:1ي وزن نسبت (CM-25 نيرزي رو بر نينتتراگاكا ديدروكلوئيه

  %)79ي نسب رطوبت در روز 8 مدت به C°60ي دما

 وميآمون استات: استفاده مورد بافر ،)متريسانت 10×5: (ستون اندازه

 قه،يدق در تريلي ليم 5/0: بافر انيجر سرعت ،=6pH با مولار 05/0

ي ليم 3 در نيتراگاكانت -ميزوزيل كانژوگه گرمي ليم 50:نمونه مقدار

 ميزوزيل گرمي ليم pH ، 10=5/8 مولار 05/0 ميسد فسفات بافر تريل

= 5/8 مولار 05/0 ميسد فسفات بافر تريلي ليم 1 در نشده كانژوگه

pH 
همانطور كه در منحني مربوط به ليزوزيم تنها مشاهده مي شود 

 نانومتر ديده نمي شود 280 هيچ جذبي در طول موج 26تا لوله 

 مولار به صورت 1 به بعد، با افزودن كلرور سديم 26ه و از لول

گراديانت، ميزان جذب با سرعت كمي افزايش يافته به طوريكه 

در .  حاصل شده است32 و 31قله منحني در لوله هاي شماره 

حاليكه در منحني مربوط به ليزوزيم كانژوگه شده با تراگاكانتين 

ورد استفاده، غلظت و با اعمال شرايط يكسان از نظر نوع بافر م

pH مولار به 1 آن، ارتفاع و قطر ستون و افزودن كلرور سديم 

صورت گراديانت در همان نقطه ، جدا شدن ليزوزيم از لوله 

 حاصل 31 شروع شد و قله منحني در لوله شماره 30شماره 

. شد كه گستردگي كمتري نسبت به قله منحني ليزوزيم تنها دارد

راگاكانتين به ليزوزيم و خنثي شدن بار اتصال هيدروكلوئيد ت

باعث شده ) ليزوزيم بار مثبت و تراگاكانتين بار منفي(تركيب 

 تراگاكانتين از ستون تبادل يون -است كه كانژوگه ليزوزيم

CM-25 ،بدون جذب شدن به ذرات رزين هاي با بار منفي 

و ليزوزيم دست ) 1پيك (در حجم هاي اوليه خارج شود 

ارد واكنش نشده، داراي بار مثبت است، در هنگام نخورده كه و

وگه روي ستون جذب ذرات رزين شده با بار منفي ژتزريق كان

  ). 2پيك (شده و در جريان عبور بافر ديرتر خارج مي شود 

تعيين پايداري حرارتي با روش  -3-3

گرماسنجي پويشي افتراقي براي نمونه هاي 

در  شده با تراگاكانتينليزوزيم كانژوگه 

5/8=pH و دماي C°60 روز در 8 به مدت 

  حالت پودر ليوفيليزه
 مي تواند مستقيما تغييرات حرارتي 14گرماسنجي پويشي افتراقي

كه طي افزايش يا كاهش كنترل شده ي دما در گليكوكانژوگه ها 

براي مثال آنتالپي مربوط به . رخ مي دهد را اندازه گيري كند

ازه مي گيرد زيرا كليگوكانژوگه  در اثر حرارت را اند15بازشدگي

و ) پيچ خورده(ها در محلول در حال تعادل بين ساختار طبيعي 

بالا بودن نقطه مياني . آن هستند) باز شده(حالت دناتوره شده 

 نشان دهنده ي مقاوم بودن ساختار (Tmidpoint)انتقال حرارتي 

عموما گليكوزيله باعث افزايش . است) عمدتا ساختار چهارم(

 مي شود كه اين (H∆) و كاهش آنتالپي (Td)ماي دناتوره د

بنابراين در نتيجه .  پروتئين هاست16نشان از بازشدگي و تجمع

گليكوزيله شدن افزايشي در پايداري حرارتي يا پايداري 

اخيرا جهت بررسي ويژگي هاي . ساختار چهارم خواهيم داشت

سترده  كربوهيدرات به طور گ-حرارتي كمپلكس هاي پروتئين

به طور . ]17[ پويشي افتراقي استفاده مي شوداي از گرماسنجي

ويژگي هاي ساختاري و عملكردي پروتئين ها در اثر كلي 

تيمارهاي حرارتي مي تواند تحت تاثير قرار گيرد، كه اغلب از 

                                                 
14. Differential Scanning Calorimetry 
15. Unfolding 
16. Aggregate 
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طريق تخريب بعضي پيوندها يا نيروهاي پايداركننده ساختار 

، دي سولفيدي، نيروهاي پروتئين از جمله پيوندهاي هيدروژني

هيدروفوبيك و الكترواستاتيكي، باعث دناتوراسيون ساختارهاي 

 . طبيعي مي شود

 تغييرات پارامترهاي مربوط به گرماسنجي افتراقي را 1جدول 

 60 تراگاكانتين كه تحت دماي -در نمونه هاي كانژوگه ليزوزيم

يزوزيم  روز كانژوگه شده اند، به همراه نمونه ل8درجه به مدت 

دماي دناتوره شده در نمونه هاي كانژوگه . طبيعي نشان مي دهد

شده در مقايسه با ليزوزيم طبيعي با اختلاف معني داري 

)05/0<α  (افزايش يافته است .  

 درجه سانتي گراد 09/67دماي دناتوراسيون ليزوزيم طبيعي 

از آنجا كه دماي دناتوراسيون در يك پروتئين كروي با . است

بنابراين پايداري حرارتي . اري حرارتي در ارتباط استپايد

ليزوزيم به طور قابل ملاحضه اي طي كانژوگه شدن با 

كه اين . >α) 05/0(هيدروكلوئيد تراگاكانتين افزايش يافت 

 و همكاران Wangافزايش پايداري در تطابق با كارهاي 

 كاراگينان، -كانژوگه گلوتن گندم هيدوليز شده) 18) (2006(

Medrano كانژوگه ]19[) 2009( و همكاران 

 و Rodriguez Furlán گلوكز و لاكتوز، -بتالاكتوگلوبولين

 در مخلوط پروتئين پلاسماي گاوي با ]20[ )2012(همكاران 

  .  اينولين، گلوكز و لاكتوز، است

 تراگاكانتين نسبت به -اين افزايش دما در كانژوگه ليزوزيم

. درجه سانتي گراد مي باشد35/6ليزوزيم طبيعي به ترتيب 

ي دما در روز 8 دري نگهداري ط = 5/8pH در) 4:1 (نيتراگاكانت -ميزوزيل كانژوگه شدن دناتورهي آنتالپ و شدن دناتورهي دما 1 دولج

C°60 زهيليوفيل پودر حالت در 

 )ژول/گرم(ي آنتالپ  )°(C  شدن دناتورهي دما  نمونه

  يانيپاي دما كيپي دما ييابتداي دما 

 b(08/60 )  04/0±b(09/67 )24/0±b(78/75 )62/2±(a76/9*±12/0( ميزوزيل

 a(92/63 )31/0±a(44/73 )09/0±a(92/81 ) 98/0±b(09/5±09/0( نيتراگاكانت -ميزوزيل كانژوگه

  .(SD±) باشندي م تكرار سه نيانگيم شده داده نشان اعداد*

  .است) α>05/0 (داري معن اختلاف جودو دهنده نشان فيرد هر در متفاوت كوچك حروف** 
دماي دناتوره شدن بالاتر، گوياي افزايش پايداري حرارتي  

پروتئين ها  يا  پايداري ساختار سوم در حالت گليكوليزه شده 

در مقايسه با شاهد مي باشد، گليكوليزه شدن يا اتصال آميني 

باعث افزايش ) تشكيل گليكو پروتئين( به پروتئين 17گلايكان

هيدروفوبيسيتي سطحي و بار خالص پروتئين شده بنابراين 

 سوم پايدارتري را بوجود مي آورد ساختار

با اتصال كووالانسي پلي ساكاريد . ]17،18،19،21،22،23،24[

هيدروفيل و باردار به پروتئين، اتصالات هيدروژني و نيز 

الكتروستاتيك در ساختار سوم پروتئين بيشتر شده و در نتيجه 

 ملكول هاي هيدروكلوئيدها. ي دناتوراسيون افزايش مي يابددما

 با 18 بين ملكول هاي پروتئين و افزايش اتصالاتبا قرار گرفتن

پيوندها، چرخش اسيدهاي آمينه ليزوزيم در توجه به موقعيت 

 را با يك ممانعت يا فشار فضايي روبه رو C-Nاطراف پيوند 

وانند اين چرخش مي كند و آنها فقط در محدوده خاصي مي ت

را انجام دهند، بنابراين ساختار پروتئين تحت تاثير حرارت يا 

عوامل دناتوره كننده نمي تواند به راحتي از نظر شكل يا 

ساختار تغيير كند و از طرفي با اشغال جايگاه هاي اتصالات 

                                                 
17. N- linked glycans 
18. Spacers 

 روي سطح  ليزوزيم از تجمع اين پروتئين 19هيدروفوبيك

ر ديگري كه در بررسي پايداري پارامت .]17[ محافظت مي كند

 است (H∆)حرارتي مورد توجه قرار مي گيرد، تغييرات آنتالپي 

آنتالپي ليزوزيم . كه در كانژوگه ها پايين تر از ليزوزيم است

آنتالپي ليزوزيم كانژوگه .  گرم بر ژول گزارش شده است76/9

شده با هيدروكلوئيدهاي تراگاكانتين نسبت به ليزوزيم طبيعي 

تجمع و تخريب نيروهاي  . درصد كاهش يافته است85/47

هيدروفوبيك در اثر حرارت از نوع واكنش هاي اگزوترميك 

است و مي تواند دليل كاهش آنتالپي كانژوگه نسبت به ليزويم 

 بين 20همچنين ايجاد اتصالات عرضي .]25[ طبيعي باشد

است ) حرارت زا( اگزوترميك  از نوعليزوزيم و هيدروكلوئيدها

موضوع هم مي تواند دليل ديگري براي كاهش آنتالپي  كه اين

 در نمونه گليكوليزه شده در مقايسه با كاهش آنتالپي. باشد

ارم در طول چه/نشان از دناتوره شدن جزئي ساختار سومشاهد 

آنتالپي دناتوره شدن در نمونه هاي  .دگليكوليزه شدن مي باش

:  بالاي پروتئينتيمار شده با گلوكز، به خصوص نسبت مولي

، به طور قابل ملاحضه اي كاهش يافت چيزي )1:100(گلوكز 

                                                 
19. blocking the hydrophobic binding sites 
20. Cross-linking 
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كه مي تواند به بازشدگي و توده اي شدن ساختار 

 همكاران وHattori . ]19[ بتالاكتوگلوبولين ارتباط داشته باشد

مشاهده كردند كه آنتالپي براي كانژوگه  ]26[) 1994(

 كربوكسي متيل دكستران در مقايسه با -بتالاكتوگلوبولين

 درصد كاهش يافته است، آنها 40بتالاكتوگلوبولين طبيعي 

توضيح دادند علت اين ميزان كاهش آنتالپي مربوط به كاهش 

بعلاوه . محتواي ساختار از جمله آلفا هليكس است

Chevalierزمانيكه هيچ  ]27[ )2002(ان در سال  و همكار

پيكي در دمانگاشت هاي مربوط به كانژوگه ها مشاهده نكردند، 

دريافتند كه بتالاكتوگلوبولين طي كليگوزيله شدن با ريبوز يا 

 درجه 10آنها افزايشي تقريبا . آرابينوز شديدا دناتوره شده است

يگوزيله اي در دماي دناتورسيون بتالاكتوگلوبولين بعد از كل

   اين  كه شدن با لاكتوز، رامنوز، گلوكز، گالاكتوز گزارش كردند 

  

نشان دهنده اثر حفاظتي گليكوزيله شدن بر ساختار پروتئين ها 

  . است

خواص امولسيفايري ليزوزيم كانژوگه  -3-4

فعاليت (شده با هيدروكلوئيد تراگاكانتين 

امولسي فايري و پايداري امولسيون تشكيل 

  )شده
  فعاليت امولسي فايري و پايداري امولسيون تشكيل 2ل جدو

 تراگاكانتين به همراه نمونه -شده را در نمونه كانژوگه ليزوزيم

فعاليت امولسي فايري و . ليزوزيم طبيعي  نشان مي دهد

پايداري امولسيون كانژوگه در مقايسه با ليزوزيم طبيعي با 

  . ستافزايش يافته ا)  α>05/0(اختلاف معني داري 

نيتراگاكانت-ميزوزيل كانژوگه و ميزوزيلي ها نمونه در شده ليتشك ونيامولسي داريپا وي كنندگ ونيامولس تيفعال 2 جدول  

                        يريفاي امولس تيفعال )قهيدق (ونيامولسي داريپا

 )نانومتر 500 در جذب(

 نمونه

)03/0±(b 27/0 )011/0±( b117/0 ميزوزيل 

)15/0±(a9/7 )017/0±(a782/0 نيتراگاكانت -ميزوزيل كانژوگه 

  .(SD±) باشندي م تكرار سه نيانگيم شده داده نشان اعداد*

  .است) α>05/0 (داري معن اختلاف وجود دهنده نشان ستون هر در متفاوت كوچك حروف** 

هر دو ماكرومولكول پروتئين و پلي ساكاريد در پايداري 

پروتئين ها در طول . آب نقش دارندامولسيون هاي روغن در 

تشكيل امولسيون براي ايجاد لايه ويسكوالاستيك منسجم در 

سطح روغن آب جذب مي شوند، در حاليكه پلي ساكاريدها از 

طريق تغليظ كردن و رفتار ژل دهندگي در فاز مايع پايداري 

كه تحقيقات نشان داده است  .]28[ كلوئيدي ايجاد مي كنند

ايش آبدوستي سطحي فاكتورهاي ديگري نظير علاوه بر افز

قابليت انعطاف پذيري ساختار پروتئين، بار سطحي، پايداري 

ساختاري، حلاليت، اندازه ملكولي نيز در پايداري امولسيون مي 

همانطور كه انتظار مي رفت نتايج . ]29،30،31[تواند موثر باشد

ولسيون بدست آمده از فعاليت امولسيون كنندگي و پايداري ام

 هيدروكلوئيد -و كانژوگه ليزوزيم حاصل از ليزوزيم طبيعي

تراگاكانتين حاكي از آنست كه اتصال كووالانسي 

هيدروكلوئيدهاي نامبرده به ليزوزيم بطور قابل توجهي در بهبود 

فعاليت امولسيون كنندگي و پايداري امولسيون ليزوزيم موثر مي 

يم با هيدروكلوئيد، نيمه در واقع در كانژوگه كردن ليزوز .باشد

 روغن -پروتئيني كانژوگه مولكول را در فصل مشترك آب

بعلاوه  .ايجاد مي كند كه از تجمع يافتن آنها جلوگيري مي كند

خود تراگاكانتين نيز داراي خاصيت امولسي فايري است كه مي 

مكانيزم اصلي .  داشته باشد21تواند بر ليزوزيم اثر تشديد كننده

لسيون توسط اين تركيب افزايش ويسكوزيته و پايداري امو

تشكيل احتمالي يك شبكه نسبتا ضعيف در اطراف ذرات مي 

 ايزوله ]32[ )2013( و همكاران Kasranتحقيقات . باشد

 )2012( و همكاران Liu، ، 22پروتئين سويا و صمغ شنبليله

و همكاران Yadav  ايزوله پروتئين نخود و دكستران، ]17[

 Jafar صمغ فيبر ذرت، -در تركيب پروتئين شير ]15[) 2010(

Al-Hakkak و  Fadia Al-Hakkak )2010 (]34[  سفيده

در  ]5[ )2005( و همكاران Aminlari تخم مرغ و پكتين،

نيز حاكي از آن بودند كه خواص  دكستران -تركيب ليزوزيم

امولسي فايري پروتئين ها طي كانژوگه كردن با پلي ساكاريدها 

دراصلاح كردن  ]36[) 2003( و همكاران Kim.  يابدبهبود مي

آلبومين سرم خون با گالاكتومانان نشان دادند كه كانژوگه هاي 

 گالاكتومانان پايداري امولسيفايري بهتري نسبت به –آلبومين 

دليل خواص ملكولي كانژوگه هاي ه آلبومين تنها دارند كه ب

 كووالان پروتئين در واقع باند شدن. داراي پيوند كووالان است

 –و گالاكتومانان باعث تقويت جذب به فصل مشترك روغن 

                                                 
21. Synergistic 
22. fenugreek 
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آب و پايداري ذرات روغن از طريق لايه ويسكوالاستيك پلي 

  .ساكاريد در فاز آبي مي شود

خواص كف كنندگي ليزويم كانژوگه  -3-5

قدرت ايجاد (شده با هيدروكلوئيد تراگاكانتين 

  )كف و پايداري كف تشكيل شده
كف كردن ظرفيت پروتئين ها براي تشكيل لايه هاي پايدار      

، پخش و نفوذ )يا نيمه جامد(اطراف ذرات گاز در يك فاز مايع 

به اين ترتيب، حباب ها . آب مي باشد/در سطح مشترك هوا

توسط ديواره هاي مايع يا نيمه جامد كه در يك كف پايدار 

قطر حباب . حالت الاستيك دارند از يكديگر جدا مي شوند

با توجه به .  ميكرون تا چند سانتي متر متغير است1كف از 

اندازه حباب و ضخامت ديواره، يك كف مي تواند تقريبا به 

فشردگي يك فاز مايع پيوسته يا تقريبا به سبكي يك فاز گازي 

تشكيل كف بستگي به وجود عامل ايجاد كننده كف در . باشد

ظرفيت كف . ز در آن داردفاز پيوسته قبل از پراكنده شدن گا

 نمونه ها بر اساس اختلاف كاهش حجم مخلوط بعد  23كنندگي

  بر اساس اختلاف حجم نمونه ها 24 ثانيه و پايداري كف30از 

 . دقيقه بيان شد30بعد از 

 قدرت ايجاد كف و پايداري كف تشكيل شده را در  3ول جد

زوزيم  تراگاكانتين به همراه لي-نمونه هاي كانژوگه ليزوزيم

ظرفيت توليد كف و پايداري كف توليد . طبيعي نشان مي دهد

 تراگاكانتين در مقايسه با ليزوزيم -شده توسط كانژوگه ليزوزيم

طبيعي به طور چشمگيري افزايش يافته است كه از لحاظ آماري 

به عنوان . ديده مي شود) α>05/0(نيز اختلاف معني داري 

ف ايجاد شده در ليزوزيم مثال ظرفيت توليد كف و پايداري ك

تراگاكانتين افزايش -در كانژوگه ليزوزيم% 51/70به % 23/12از 

  .يافته است

 و ميزوزيلي ها نمونه دري كنندگ كف اتيخصوص 3 جدول

  نيتراگاكانت-ميزوزيل كانژوگه

 *نمونه  (%)كف ديتول تيظرف  (%)كفي داريپا

)03/3±( b58/31 )33/2±(** b 23/12 ميزوزيل 

)27/4±(a 95/53 )91/5±(a51/70 نيتراگاكانت -ميزوزيل كانژوگه 

  .(SD±) باشندي م تكرار سه نيانگيم شده داده نشان اعداد*

 اختلاف وجود دهنده نشان ستون هر در متفاوت كوچك حروف** 

 .است) α>05/0 (داري معن

                                                 
23. Foaming capacity 
24. Foaming stability 

Al- Hakkak, J. و Al- Hakkak, F.) 2010 (]34[ 

ن پروتئين سفيده تخم مرغ با مشاهده كردند كه كانژوگه كرد

پكتين بعلت افزايش ويسكوزيته و بهبود كشش سطحي موجب 

توليد حجم بيشتري از كف و افزايش پايداري كف ايجاد شده 

مي شود، در واقع يك لايه فيلم الاستيك قوي در اثر واكنش 

آب تشكيل /بين پروتئين و پلي ساكاريد در سطح مشترك هوا

 نيز ]37[) 2005( و همكاران Schimittهمچنين . مي شود

نشان دادند كه كانژوگه كردن بتالاكتوگلوبولين با صمغ عربي 

موجب بهبود چشمگير خواص كف كنندگي بتالاكتوگلوبولين 

  .مي شود

نتايج بدست آمده در اين تحقيق نيز نشان مي دهد كه پيوند 

 با ليزوزيم تراگاكانتينكووالان ايجاد شده بين هيدروكلوئيد 

طور چشمگيري باعث بهبود ظرفيت كف كنندگي و پايداري ب

در واقع پيوند كووالان بين ليزوزيم و . كف مي شود

 پلي ساكاريدي –هيدروكلوئيد  نامبرده، كانژوگه ي پروتئين 

توليد مي كند كه موجب تشكيل يك لايه چسبنده اطراف 

حباب هاي گاز و ايجاد ويسكوزيته و قدرت مكانيكي كافي 

  .ليد و پايداري كف مي شودجهت تو

  

   نتيجه گيري كلي-4
به طور خلاصه مي توان گفت كانژوگه كردن ليزوزيم با 

از طريق ) 1:4با نسبت هاي وزني (هيدروكلوئيد تراگاكانتين 

 درجه سانتي گراد، در زمان هاي 60واكنش ميلارد، در دماي 

 79و در رطوبت نسبي )  روز10 و 8، 6، 2، 1، 0(مختلف 

-SDSنتايج آناليزهاي .  قابل انجام مي باشدpH=5/8 و درصد

PAGE و كروماتوگرافي تبادل يون به خوبي اتصال ميان گروه 

آميني ليزوزيم و عامل كربونيل هيدروكلوئيد تراگاكانتين را تاييد 

گرماسنجي پويشي افتراقي افزايش پايداري حرارتي در . كردند

 35/6(ه ليزوزيم طبيعي  تراگاكانتين نسبت ب-كانژوگه ليزوزيم

فعاليت امولسيون كنندگي و . را نشان داد) درجه سانتي گراد

كف كنندگي ايجاد شده توسط ليزوزيم كانژوگه شده با 

در مجموع . تراگاكانتين نسبت به ليزوزيم طبيعي افزايش يافت

با توجه به نتايج اين تحقيق پيشنهاد مي شود كه مي توان با 

م ها با هيدروكلوئيدها، تركيب هاي كانژوگه كردن ليزوزي

 بيوپليمري، با خواص فيزيكوشيميايي و عملكردي -آنزيمي

جديد و بهبود يافته توليد كرد و بدين ترتيب كاربرد آن ها را 

  .در صنايع مختلف دارويي و غذايي افزايش داد
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In recent years, many advances have been made in improving the biocatalytic activities of enzymes. 
Interaction of enzymes and macromolecules have important role in stabilization of enzyme’s structure 
and function. Lysozyme lyses the bacterial cell wall by splitting ß (1–4) linkages between N-
acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine of the peptidoglycan in bacterial cell walls. Tragacanth 
is a polysaccharide obtained from exudates of the species of Astragalus. It is a very complex 
heterogeneous anionic polysaccharide of high molecular weight. Tragacanth consists of two main 
fractions: a water-insoluble component called bassorin, and a water-soluble component called 
tragacanthin. The aim of this investigation was to attach tragacanthin (water-soluble component of 
tragacanth) to lysozyme by Maillard reaction. The covalent attachment of this hydrocolloid with 
lysozyme was confirmed by SDS-PAGE and ion exchange chromatography. The conjugates exhibited 
improved solubility, foaming and emulsion properties. In addition, thermal stability of lysozyme in 
this conjugate was increased significantly. According to these results, attachment of lysozyme to 
tragacanthin can increase the application of this hydrocolloid as a functional component and lysozyme 
as a natural antimicrobial component in food and pharmaceutical industry. 
 
Keywords: Lysozyme, Tragacanthin, Maillard reaction, Functional properties, Thermal stability 
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