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از انواع نانوکپسول های استفاده شده برای کپسولی شدن و رهایش کنترل‌شده مواد غذایی ـ دارو، 
نانوکمپلکس های زیست‌پلیمری‌اند که از اتصال زیست‌پلیمرهای پروتئینی و پلی‌ ساکاریدی تشکیل 
می شوند. در این پژوهش، تشکیل کمپلکس بین پکتین و سدیم کازئینات، با افزودن محلول پکتین 
نقطه  زیر  به   pH کاهش  و   )1/5%  w/v و   1  ،0/5( کازئینات  محلول  به   )0/7%  w/v و   0/45  ،0/2(
ایزوالکتریک کازئینات سدیم، انجام شد. اثر عوامل مختلف از جمله غلظت  زیست‌پلیمر، غلظت نمک، 
دما و زمان فراصوت‌دهی بر خواص نانوکمپلکس های پکتین ـ کازئینات به عنوان نانوحامل بالقوه 
به  ذرات،  اندازه  اندازه‌ گیری  دستگاه  و   )DSC( تفاضلی  پویشی  گرماسنجی  است.  شده  بررسی 
ترتیب برای تشخیص تشکیل کمپلکس و تعیین اندازه و توزیع ذرات استفاده شدند. مطابق نتایج 
DSC، با اختلاط محلول های سدیم کازئینات و پکتین در شرایط اسیدی )pH=4/1(، پیک مربوط 

به پکتین )C°208/4( و کازئین خالص )C°206/3( حذف شده و مخلوط این دو، پیک جدیدی را در 
 دمای بیشتر )C°248/7( نشان می دهد. نتایج DSC و کدورت‌سنجی، ایجاد کمپلکس بین پکتین و 
 86 nm های کمتر از 5 و نتایج اندازه ذرات، تشکیل پراکنش پایدار، با حداقل اندازهpH کازئین در
فراصوت‌دهی  نشان می دهد.  پکتین   0/45%  w/v و  کازئینات   1%  w/v برای   ،4/1 برابر   pH در  را 
با زمان های بیش از min ۱، اندازه ذرات را کاهش داد و افزودن نمک، در غلظت های کم و زیاد 
اندازه   4°‌C به   21°‌C از  با کاهش دمای تولید  پایداری سامانه داشته است.  نتایج متفاوتی را در 
ذرات نانوکمپلکس کاهش می یابد. مطابق نتایج آزمون رئولوژی نوسانی، با افزایش غلظت پکتین، 
 )G'( از مدول ذخیره   )G''( اتلاف  افزایش می یابد و مدول   )G'' و   G'( مدول های گرانروکشسانی 

بزرگ‌تر است. 

نانوکمپلکس کازئینات ـ پکتین، 

اندازه ذرات، 

گرماسنجی پویشی تفاضلی، 

کدورت،

رئولوژی نوسانی
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مقدمه
نانوذرات، ذراتی به ابعاد nm 1۰۰-۱ هستند و نسبت به مکیروذرات 
اندازه  کاهش  با  دارند.  متفاوتی  بزرگ‌تر، خواص  اندازه  با  ذرات  یا 
حجم،  به  سطح  نسبت  افزایش  نتیجه  در  و  نانو  مقیاس  به  ذرات 
خواص مختلف مانند دسترس‌پذیری زیستی، انحلال‌پذیری در آب، 
افزایش  نانوذرات  حاوی  محلول های  شفافیت  و  کلوئیدی  پایداری 
میی ابد. در سال های اخیر، از رایج ترین زمینه های کاربرد نانوذرات 
در صنایع غذایی و دارویی، استفاده از آنها به عنوان حامل هایی برای 
مواد غذایی ـ دارو )nutraceutical( و مواد زیست فعال بوده است. 
به  می توان  را  غذایی  مواد  فراوری  در  استفاده  مورد  نانوحامل های 
لیپیدی  نانوکپسول های  و  زیست‌پلیمری  نانوکپسول های  دسته  دو 
تقسیم کرد ]1[. در تولید نانوکپسول های زیست‌پلیمری از پروتئین ها، 

پلی ساکاریدها یا کمپلکس آنها استفاده می ‌شود. 
کمپلکس های  از  استفاده  که  است  داده  نشان  پژوهش‌ها 
آنها  کاربرد  و  پایداری  پلی ساکاریدی،  و  پروتئینی  زیست‌پلیمری 
با  بهبود می بخشد. تشیکل کمپلکس   تنها،  به زیست‌پلیمر  نسبت  را 
 ایجاد برهم‌کنش های جذبی )عمدتاً الکتروستاتیک( بین پروتئین ها و 
پروتئین های  بین  دیگر  عبارت  به  یا  مخالف  بار  با  پلی ساکاریدهای 
با بار مثبت در زیر نقطه ایزوالکتریک )pH<PI( و پلی ساکاریدهای 
آنیونی )حاوی گروه‌های کربوکسیل، فسفات و سولفات( در pH بالای 
کاتیونی  پلی ساکاریدهای  و   )pH>PI( منفی  بار  با  پروتئین  یا   pKa

تولید  به  منجر  نهایت،  در  کار  این  می دهد.  رخ  کیتوسان(  )مانند 
از  مختلفی  عوامل  به  که  می شود  نامحلول  یا  محلول  کمپلکس های 
جمله نوع پلی ساکارید استفاده شده )کاتیونی ـ آنیونی(، ویژگی های 
ساختاری مانند وزن مولکولی، قدرت یونی، نسبت مولی پلی ساکارید 

به پروتئین، قدرت یونی و pH محیط بستگی دارد ]2[. 
دو  مخالف  بارهای  که  می شود  ایجاد  زمانی  محلول  کمپلکس 
نباشند.  برابر  هم  با  تعداد  نظر  از  کمپلکس،  در  موجود  درشتی‌ون 
دو  و  می دهد  کمپلکس  به  را  انحلال  امکان  باردار،  نتیجه شبکه  در 
فاز محلول، کیی غنی از زیست‌پلیمر و دیگری فقیر از زیست‌پلیمر 
ایجاد می شود. اما زمانی که بارهای مخالف دو زیست‌پلیمر کیدیگر 
و  تجمع  نتیجه  در  و  شده  ایجاد  نامحلول  کمپلکس  کنند،  خنثی  را 
کمپلکس  ذرات  بین  حالت،  این  در  زیرا  می‌افتد.  اتفاق  هم‌رسوبی 
هیچ نیروی دافعه ای وجود ندارد و ذرات کیدیگر را دفع نمی‌کنند. 
عامل مهم دیگر در محلول یا نامحلول‌شدن کمپلکس، ترتیب و توالی 
اختلاط زیست‌پلیمرها و تغییرات pH طی آماده  سازی است. زمانی که 
اسیدی کردن محلول پس از اختلاط زیست‌پلیمرها انجام شود، اندازه 
کمپلکس نسبت به حالتی که این عمل پیش از اختلاط انجام شود، 

کوچک‌تر است و ثبات بیشتری دارد. 
 کازئین کیی از بهترین پروتئین های قابل استفاده به عنوان نانوکپسول و 
با  رشته ای  نوع  از  پروتئین  این  است.  گاو  شیر  پروتئین  مهم ترین 
ساختار مارپیچ تصادفی است که در شیر ، ساختار میسلی کروی تشیکل 
می دهد. پروتئین های کازئینی به انواع آلفا، بتا، کاپا و گاما دسته‌بندی 
می شوند. کازئین ها می توانند با پیوندهای آبگریز با مواد فعال لیپیدی 
جمله  از  مختلف  برهم‌کنش های  با  همچنین،  کنند.  برقرار  اتصال 
برهم‌کنش های الکتروستاتیک، هیدروژنی و آبگریز، به پلی ساکاریدها 
 متصل شوند ]3[. سدیم کازئینات از رسوب دهی اسیدی، شست‌وشو و 
تولید  افشانه ای  سپس خشک‌کردن  و  هیدروکسید  سدیم  با  واکنش 

می ‌شود.
ساختاری  و  است  آنیونی  هتروپلی ساکارید  یک   )Pe( پکتین 
استر  متیل  و  اسید  گالاکتورونیک  خطی،  بخش  در  دارد.  شاخه دار 
گالاکتورونیک با اتصالات آلفا 1←4 وجود دارند و بخش شاخه دار 
شامل رامنوز، آرابینوز، گالاکتان و گالاکتورونیک اسید است. گروه‌های 
 کربوکسیلیک اسید در گالاکتورون ها ممکن است با متیل استری شوند و
پژوهش ها   .]4[ باشند  داشته   را  استری شدن  از  مختلفی  درجه‌های 
نشان می دهد، پکتین کم استر )LMP( در محیط اسیدی، روی سطح 
الکتروستاتکیی،  دافعه  ایجاد  با  و  می گیرد  قرار  مثبت  بار  با  کازئین 
از توده ای‌شدن کازئین جلوگیری می‌کند و سبب پایداری ذرات در 
محیط های اسیدی تر می شود ]5[. همچنین، پژوهش‌های انجام شده 
همراه  به  نیز  فضایی  دافعه  داد،  نشان  زیاد  متوکسیل  با  پکتین  روی 

دافعه الکتروستاتکیی نقش مهمی در پایداری کازئین ها دارد ]6[. 
 Zimet و همکاران، تشیکل نانوکمپلکس های بتا ـ لاکتوگلوبولین و 

در  نانوکمپلکس ها  کردند.  ارزیابی  را   DHA حاوی  کم استر  پکتین 
نانوکمپلکس ها  این  شدند.  تشیکل   ۵/۴ برابر   pH و  اسیدی  شرایط 
با داشتن ذرات با بار منفی، از نظر الکتروستاتکیی پایدار و متوسط 
مشابهی  پژوهش  در   .]7[ شد  گزارش   100  nm آن،  ذرات  اندازه 
نشان داده شد، پکتین کم استر، باعث حفاظت ثانویه و پایداری بیشتر 
می شود  بتاـ لاکتوگلوبولین  در  D2 محصور  ویتامین  آبگریز  ترکیب 
]8[. این نتایج با نتایج به‌دست آمده توسط Ye، درباره اثر محافظتی 
نانوکمپلکس های LMP و بتاـ لاکتوگلوبولین از ویتامین D2 مطابقت 
مانند  دارد ]9[. پژوهش های مختلف نشان می دهد، عوامل مختلفی 
دو  مولی  نسبت  یونی،  قدرت  و   pH پروتئین،  و  پلی ساکارید  نوع 
زیست‌پلیمر و مرحله اسیدی‌کردن بر اندازه ذرات و خواص کمپلکس 

تشیکل شده مؤثر است.
شرایط  پراستر(،  و  )کم استر  پکتین  انواع  اثر  همکاران،  و   Jones

مختلف آماده سازی مثل pH، قدرت یونی، غلظت پروتئین و اثر چگالی 
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زیست‌پلیمری  نانوذرات  خواص  و  تشیکل  در  را  پلی ساکارید  بار 
بررسی  لاکتوگلوبولین  بتاـ  و  پکتین  گرمایی  عمل‌آوری  از  حاصل 
کردند. آنها مشاهده کردند، در محدوده pHهای بین 5-4/5 و غلظت 
بتاـ لاکتوگلوبولین 0/1 و پکتین 0/05 درصد، ذرات زیست‌پلیمری با 
اندازه nm 250-100 تشیکل شدند. نتایج نشان داد، اندازه و پایداری 
دارد،  بستگی  شده  استفاده  پکتین  نوع  به  شده،  تشیکل  نانوذرات 
به‌طوری که پکتین پراستر، نسبت به پکتین کم استر، ذرات پایدارتر و 
با اندازه های کوچک تری را تشیکل می دهد ]10[. در پژوهشی دیگر 
دو  اختلاط  نسبت  از جمله  مختلف  عوامل  اثر  همکاران،  و   Bedie

 زیست‌پلیمر، pH محیط و همچنین روش و زمان اسیدی‌کردن، پیش و 
پکتین  کمپلکس های  تشیکل  در  را  زیست‌پلیمرها  اختلاط  از  پس 
تیامین )ترکیب  پنیر )WPI( حاوی  کم استر و پروتئین جداشده آب 
حساس محلول در آب( مطالعه کردند. آنها نشان دادند، این عوامل بر 

پایداری، اندازه ذرات و کاهش تخریب تیامین مؤثرند ]11[.
حامل  سامانه  ویژگی های  و  کارایی  کنون  تا  اینکه  به  توجه  با 
این  اصلی  هدف  است،  نشده  بررسی  پکتین  و  کازئینات  کمپلکس 
آنجا  از  است.  کمپلکس  این  تشیکل  بهینه سازی  و  تولید  پژوهش، 
و  پایداری  از جمله  بهبود خواصی  نانو،  به  ذرات  اندازه  کاهش  که 
از  مختلف  عوامل  اثر  پژوهش  این  در  می‌شود،  موجب  را  شفافیت 
 جمله غلظت های مختلف پکتین و کازئین، دما، زمان فراصوت دهی و 
برای  بررسی شد. درضمن،  نیز  ذرات  متوسط  قطر  بر  نمک  غلظت 
 بررسی تشیکل و ارزیابی خواص کمپلکس، خواص گرمایی، کدورت و 

رئولوژی نوسانی بررسی شده است. 

تجربی

مواد
 DMV 88 پروتئین و %6 رطوبت، از شرکت% )SC( سدیم کازئینات
هلند، پکتین با درجه متوکسیل زیاد از شرکت CP Kelco آمرکیا و 
تری‌پتاسیم سیترات، دی‌پتاسیم هیدروژن فسفات، کلسیم  نمک های 
کلرید، کلریدریک اسید و سدیم هیدورکسید از شرکت Merck آلمان 

تهیه شدند.
 

روش ها
تهیه محلول های کازئینات

 4°C برای تهیه محلول کازئیناتی، ابتدا آب دوبار تقطیر در حمام آبی
 1/5 g قرار داده شد. سپس، پودر سدیم کازئینات با مقادیر 0/5، 1 و

به‌تدریج به آن اضافه و حل شد. محلول حداقل به مدت h 8 نگه‌داری 
نگه‌داری  دمای  برسد.  مقدار  حداکثر  به  پروتئین  آب  تا جذب  شد 
پروتئین طی این h 8، دمای یخچال بود. پس از گذشت زمان h 8 و 
جذب آب به وسیله پروتئین، محلول از کاغذ صافی Whatman 40 با 

استفاده از پمپ خلأ عبور داده شد.

تهیه محلول های پکتین
پودر   ،0/7% و   0/45  ،0/2 غلظت های  با  پکتین  محلول  تهیه  برای 
پکتین به آب دوبار تقطیر C°80 -70 طی هم زدن مداوم افزوده  شد. 
دمای  در  دمای محلول،  کاهش  برای   1-1/5 h به مدت  آن  از  پس 
محیط نگه‌داری شد. این محلول نیز به منظورکامل‌شدن جذب آب، 
حداقل به مدت h 8 پیش از استفاده، در یخچال نگه‌داری شد. تمام 

محلول های مورد استفاده روزانه و به شکل تازه تهیه شدند.

تهیه محلول نانوکمپلکس
پس از تهیه محلول های کازئین، مقدار mL 2 نمک تری‌پتاسیم سیترات 
ادامه دو محلول نمکی کلسیم  افزوده شد. در  0/2 مولار به محلول 
کلرید 0/08 مولار و دی‌پتاسیم هیدروژن فسفات 0/08 مولار به ترتیب 
 15 min 12، طی 8 مرحله و در فاصله زمانی mL با مقادیر 10 و 
به  محلول  رساندن  از  پس  مرحله،  این  در  شدند.  اضافه  محلول  به 
حجم مدنظر و تنظیم pH در حالت خنثی، محلول های پکتین از پیش 
pH مدنظر  تا  تیترکردن  افزوده شد و  به محلول پروتئینی  تهیه شده 
با HCl 0/1 نرمال انجام شد. محلول های نانوکمپلکس با غلظت های 
اثر  تعیین  برای  است.  شده  تهیه  کازئینات  سدیم  و  پکتین  مختلف 
 15  kHz بسامد  با  آبی  حمام  در  کمپلکس  نمونه های   فراصوت، 

به مدت 1 و min 5 قرار داده شدند.
 

)DSC( آزمون گرماسنجی پویشی تفاضلی
 Netzsch 200 F3 مدل DSC اندازه گیری های گرماسنجی در دستگاه 
ظرف  از  شد.  کالیبره  ایندیم  با  دستگاه  شد.  انجام  آلمان  ساخت 
آلومینیمی خالی به عنوان مرجع استفاده شد. گرمادهی نمونه ها با وزن 
 300°C 30 در گستره دمایی 50 تا°C/min 5 با سرعت mg تقریبی
انجام شد. از روی دمانگاشت حاصل، دمای ذوب ترکیبات معین شد.

تعیین اندازه ذرات
توزیع اندازه ذرات و قطر متوسط آنها در دستگاه تعیین اندازه ذرات 
لیزر،  نور  پراش  روش  اساس  بر  ژاپن  ساخت   ALD 2101 مدل 
اندازه گیری شد. متوسط اندازه ذرات براساس میانگین قطر حجمی 
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معین شد و تمام نمونه ها با سه تکرار اندازه گیری شدند. میانگین قطر 
حجمی )میانگین حجم معادل( به کمک معادله )۱( به‌دست آمد:

4
i i

3
i i

n d
D[4,3]

n d
= ∑
∑

            				   )۱(

توزیع اندازه ذرات با استفاده از معادله )۲( محاسبه شد:

D(90%) D(10%)Span
D(50%)

−
=                			  )۲( 

به  از آن  و D۱۰% قطری که حجم ذرات کوچک تر   D۵۰% ،D۹۰%
ترتیب %90، %50 )قطر میانه( و %۱0 حجم کل ذرات موجود را در 
سامانه تشیکل می دهد. مقدار اسپن کمتر، نشان دهنده کینواختی بیشتر 

در توزیع اندازه ذرات است.

اندازه گیری کدورت
کدورت محلول های خالص زیست‌پلیمری و کمپلکس حاصل از آنها 
در دستگاه کدورت‌سنج Heydolph، مدل TN-100 ساخت آلمان در 

طول موج nm 600 اندازه گیری شد.

آزمون رئولوژیکی نوسانی
نمونه های کمپلکس، یک روز پس  اندازه گیری خواص رئولوژکیی 
از آماده سازی نمونه ها، در دمای C°25 با استفاده از دستگاه رئومتر 
Physica Anton Paar، مدل MCR 301 ساخت اتریش، با به کارگیری 

استوانه های هم‌مرکز انجام شد. پیش از انجام آزمون نوسانی سامانه 
منظور،  بدین  شد.  معین  گرانروکشسان  خطی  ناحیه  محدوده  مدل، 
 ۱ Hz با افزایش کرنش در بسامد ثابت )G'( تغییرات مدول ذخیره
اندازه گیری شد. محدوده خطی در کرنش کمتر از %0/1 قرار داشت. 
بنابراین، آزمون های رئولوژکیی نوسانی در محدوده خطی در دمای 

C°25 انجام شد.

تحلیل آماری
نرم‌افزار  و   Box-bhenken پاسخ  رویه  فاکتوریل  آماری  آزمون  از 
minitab 15 برای بررسی اندازه ذرات استفاده شد. همچنین، آزمون 

غلظت  و  )دما  عامل  دو  با  تصادفی  کاملًا  طرح  براساس  فاکتوریل 
پکتین( و سه تکرار و آزمون واریانس برای تعیین اثر دما انجام شد. 
 Excel داده های به‌دست آمده از سایر آزمون ها با استفاده از نرم‌افزار

پردازش شد. تمام آزمون ها با سه تکرار انجام شدند.

نتایج و بحث

)DSC( گرماسنجی پویشی تفاضلی
بین سدیم  کمپلکس  تشیکل  از  اطمینان  برای  ابتدا  در   DSC آزمون 
برای  سپس  و  برابر4/1(  ثابت   pH مقادیر  )در  پکتین  و  کازئینات 
گرمایی  رفتار  بر  زیست‌پلیمری،  مختلف  غلظت های  اثر  بررسی 
کمپلکس انجام شد. شکل ۱، دمانگاشت DSC مربوط به پودرهای 
خشک زیست‌پلیمرهای پکتین و سدیم کازئینات خالص و همچنین 
در شرایط  و  با غلظت های مختلف  را  دو زیست‌پلیمر  این  مخلوط 
گرماگیر  پیک  منحنی ها،  همه  در  می دهد.  نشان   )pH=4/1( اسیدی 
ذوب مشاهده شد. با توجه به اینکه دمای تخریب پکتین C°270 تا 
C°360 ]12[ و سدیم کازئینات C°360 ]13[ است، بنابراین می توان 

ذوب  گرماگیر  پیک  به  ترتیب  به  را   206/3  °C و   208/4 دماهای 
پکتین و کازئینات خالص نسبت داد )جدول 1(. در حقیقت تفیکک 
پیوندهای درون‌مولکولی و همچنین ذوب نواحی بلوری سبب ظهور 

پیک های گرماگیر در این ترکیبات می شود.
با توجه به شکل۱- الف )منحنی مربوط به پکتین(، پیک گرماگیر 
 دومی در دمای C°126 مشاهده می شود که احتمالاً مربوط به تبخیر و 
پلیمر  از  بخش هایی  یا  پکتین  ساختار  از  پیوسته  آب های  خروج 
همانند  پکتین  دارند.  کمتری  بین‌زنجیری  اتصالات  و  نظم  که  است 
با  هیدروژنی  پیوند های  ایجاد  به  زیادی  تمایل  سایرکربوهیدرات ها 
آب دارد. Luo و همکاران، طی بررسی خواص گرمایی محلول های 
پیک های  توکوفرول،  ـ  آلفا  حاوی  زئین-کیتوسان  نانوکمپلکس 
گرماگیر در دماهای 73/2 و C°91/2 را به ترتیب، به تبخیر آب پیوند 

کازئینات و  پکتین، )ب( سدیم  )الف(   :DSC منحنی های  شکل 1– 
کمپلکس های پکتین سدیم ـ کازئینات در pH برابر4/1 با غلظت‌های 
مختلف: )ج( 1/5ـ0/2، )د( 1/5ـ0/7، )ه( 0/5ـ0/2 و )و( %1ـ 0/45.

10050
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شده در پودر خالص زئین و کیتوسان نسبت دادند که منطقی به‌نظر 
دماهای  در  زیست‌پلیمرها  این  به  مربوط  ذوب  پیک  زیرا،  می رسد. 
بسیار بالاتر قرار دارد ]14[. ظهور پیک های گرماگیر ناشی از تبخیر 
پژوهشگران  سایر  توسط  شده  انجام  پژوهش‌های  در  پیوندی،  آب 
نیز گزارش شده است که بیانگر تمایل شدید آب به ایجاد پیوند با 
زیست‌پلیمرهاست. همچنین، آب کاهش‌دهنده شدید دمای انتقال های 

گرمایی مانند ذوب و انتقال شیشه ای به‌شمار می رود ]15،16[. 
با توجه به پژوهش های انجام شده توسط Kittur، روی رفتار گرمایی 
کیتوسان و مشتقات آن، مشخص شد که تغییر پیک گرمایی، به عواملی 
ظرفیت  همچنین  و  زیست‌پلیمر  ـ  آب  برهم‌کنش های  قدرت  مانند 
ارتباط دارد ]17[. وجود گروه های آب دوست در  نگه‌داری آب آن 
 زیست‌پلیمرها، می تواند اتصالات مولکول های آب در شبکه پلیمر و 
به دنبال آن محتوای آب پیوندی را افزایش دهد. در حالی‌که وجود 

گروه های آبگریز، محتوای آب پیوندی را کاهش می دهد. 
در این باره پژوهش هایی را Paula و همکاران، روی رفتار گرمایی 
ضروری  روغن های  حاوی  هندی  بادام  صمغ  کیتوسان  کمپلکس 
انجام داده و به طور مشابه گزارش کردند، کپسول‌دارشدن ماده روغنی 
پیک  دمای  کاهش  سبب  پیوندی،  آب  محتوای  کاهش  با  )آبگریز( 
گرماگیر مربوط به تبخیر آب به دماهای کمتر می شود ]18[. همچنین، 
 در پژوهش انجام شده توسط Luo و همکاران روی نانوکمپلکس زئین ـ 
کیتوسان حاوی ترکیب آبگریز آلفا ـ توکوفرول مشخص شد، پیک 
توکوفرول  کیتوسان  ـ  زئین  و  توکوفرول  ـ  زئین  نانوذرات  گرماگیر 
در مقایسه با نمونه های پودری کیتوسان، به دماهای پایین تری منتقل 
می ‌شود که نشان دهنده کاهش تمایل نانوکمپلکس حاوی توکوفرول 

به اتصال با آب است ]14[. 
همان‌طور که در شکل ۱ مشاهده می شود، با اختلاط محلول های 
 ،)pH=4/1( 1 سدیم کازئینات و %0/45 پکتین در شرایط اسیدی%
پیک مربوط به پکتین و کازئین خالص حذف شده و مخلوط این دو، 
می دهد.  نشان   )248/7°C( بیشتر  دمای  در  را  جدید  پیک  یک 

به  مربوط  پیک  دو  نبود  همچنین  و  ذوب  دمای  پیک  جابه جایی 
برهم‌کنش  احتمالاً  می دهد،  نشان  پکتین  و  کازئین  اولیه  ترکیبات 
جذبی الکتروستاتیک بین گروه های کربوکسیل پکتین )-COO-( و 
گروه های آمینی کازئین (NH3-) ایجاد شده است و تشیکل کمپلکس 
با  آن  که خواص  کرده  ایجاد  را  جدیدی  ماده  ترکیب،  دو  این  بین 

ترکیبات سازنده اولیه متفاوت است.
Zaleska و همکاران، نیز طی پژوهشی بر خواص گرمایی کمپلکس 

پیک  جابه جایی  پنیر،  آب  جداشده  پروتئین  و  سیب زمینی  نشاسته 
گرماگیر نمونه کمپلکس نسبت به مواد خام اولیه و قرارگرفتن آن در 
 بین پیک های گرماگیر نشاسته و پروتئین را به دلیل برقراری کمپلکس و 
انجام  پژوهش  در   .]19[ کردند  گزارش  جدید  ساختار  تشیکل 
افزودن  پروتئین،  زیاد  غلظت های  در  که  است  شده  گزارش  شده، 
پلی ساکاریدها و تشیکل کمپلکس، در اکثر موارد، پایداری پروتئین را 
در برابر واسرشتی )denaturation( گرمایی افزایش می دهد ]20،21[. 
این نتیجه در پژوهش Huan و همکاران، نیز مشاهده شد. آنها نشان 
 78°C از  دانه سویا  پروتئین جداسازی شده  دمای واسرشتی  دادند، 
پیک  این،  بر  افزون  میی ابد.  افزایش  کمپلکس  تشیکل  با   85°C به 
جدیدی در دمای C°58 مشاهده شد که تأییدکننده تغییر در ساختار 
هر یک از ترکیبات اولیه بود ]22[. اما، در پژوهش دیگری که روی 
و  کم استر  پکتین  پراستر،  پکتین  پلی ساکاریدهای  کمپلکس های 
پروتئین  کم  در غلظت های  بتاـ لاکتوگلوبولین  پروتئین  با  کاراگینان 
تغییر  پایدارکنندگی مشاهده نشد و مکان پیک ذوب  اثر  انجام شد، 
به  پلی ساکاریدها،  این  اثر  می دهد،  نشان  موضوع  این   .]10[ نیافت 
غلظت پروتئین و برهم‌کنش های بین زنجیرهای پروتئین بستگی دارد.
از  پکتین  غلظت  افزایش  می شود،  مشاهده   1 شکل  به  توجه  با 
ذوب  دمای   ،)1/5%( کازئینات  سدیم  ثابت  مقادیر  در   0/7 به   0/2
ثابت  مقادیر  در  اما  است.  داده  کاهش   245°C به   255/9°C از  را 
پکتین )%0/2(، افزایش غلظت سدیم کازئینات از 0/5 به %1/5، سبب 
به   251/8°C از  ذوب  دمای  و  شده  کمپلکس  ذوب  دمای  افزایش 
شد،  گفته  که  همان‌طور   .)1 )جدول  است  یافته  افزایش   255/9°C

 نسبت بین زیست‌پلیمرها نقش معین کننده ای در تشیکل کمپلکس و 
ذرات  اندازه  بررسی  به  مربوط  نتایج  دارد.  آن  به  مربوط  خواص 
کمپلکس نشان داد، افزایش غلظت سدیم کازئینات در مقادیر ثابت 
پکتین )%0/2( و همچنین کاهش غلظت پکتین در مقادیر ثابت سدیم 
کازئینات )%1/5( سبب افزایش اندازه ذرات شد. با توجه به این نتایج 
می توان استنباط کرد، افزایش اندازه ذرات کمپلکس، که نشان دهنده 
افزایش برهم‌کنش ها و درگیری بین این دو زیست‌پلیمر است، دمای 
ذوب را افزایش می دهد. مطابق شکل، در منحنی مربوط به پکتین و 

جدول 1- دمای ذوب و آنتالپی ذوب محلول های زیست‌پلیمری و 
کمپلکس حاصل از آنها.

علامت نمونه
اختصاری

دمای ذوب 
)°C(

آنتالپی ذوب 
)J/kg(

پکتین
سدیم کازئینات 

سدیم کازئینات %1/5، پکتین 0/2%
سدیم کازئینات %1/5، پکتین 0/7%
سدیم کازئینات %0/5، پکتین 0/2%
سدیم کازئینات %1، پکتین 0/45%

A
B
C
D
E
F

208/4
206/3
255/9
245

251/8
248/7

-
-82/33
-65/1
-83/94
-68/8
-75
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 250°C 230 تا°C کمپلکس ها، یک پیک گرمازا در محدوده دمایی
مشاهده می شود، این مسئله نشان می دهد، یک واکنش گرمازا در این 

محدوده رخ می دهد و نمی تواند به بلوری‌شدن مربوط باشد.

اندازه ذرات و توزیع اندازه ذرات
اثر غلظت های مختلف زیست‌پلیمر بر اندازه ذرات

نتایج جدول ۲ نشان می دهد، غلظت پکتین و کازئینات و همچنین 
اثر متقابل بین آنها بر اندازه ذرات مؤثر بوده و در سطح %1معنی دار 
است. R2 در این آزمون %94/46 به‌دست آمد و زیاد بودن مقبولیت 
 آن را نشان داد. طبق تحلیل های رگرسیونی، هر چه ارزش t بیشتر و 
ارزش p کمتر باشد، اثر پارامتر مربوط معنی دارتر است. با توجه به 
را در  اثر  بیشترین   t p و8/920- =  با 0/0001<  پکتین  این مطلب، 
تعیین اندازه ذرات دارد و پس از آن بیشترین اثر به ترتیب، مربوط به 
اثر متقابل پکتین و سدیم کازئینات )t = -8/207 و p >0/0001( و 
در نهایت سدیم کازئینات )t = 6/204 و p >0/0001( است. ضریب 
 همبستگی مثبت برای سدیم کازئینات، رابطه مستقیم بین این پارامتر و 
اندازه ذرات را نشان می دهد. مقدار منفی آن برای پکتین و پکتین ـ 
سدیم کازئینات نشان می دهد، بین متغیرهای مستقل و وابسته رابطه 

عکس وجود دارد. 
شکل 2ـ الف، نمودار رویه پاسخ اندازه ذرات را به عنوان تابعی 
با  می دهد.  نشان   pH=4/1 در  کازئینات  سدیم  و  پکتین  غلظت  از 
درنظرگرفتن مقادیر ثابت سدیم کازئینات، مشاهده شد که پکتین با 
کمپلکس  ذرات  اندازه  بر  متفاوتی  آثار  دارای  مختلف،  غلظت های 
کازئینات  زیاد سدیم  غلظت های  در  آن  افزایش  که  به‌طوری  است. 
سدیم  کم  مقادیر  در  و  می دهد  کاهش  را  ذرات  اندازه   ،)1/5%(

اندازه ذرات شده است. همچنین  افزایش  کازئینات )%0/۵( موجب 
سدیم  غلظت  افزایش  پکتین،   0/2% غلظت های  در  شد،  مشاهده 
را  تشیکل شده  کمپلکس  ذرات  اندازه   ،1/5% به   0/5% از  کازئینات 
برای   150 nm از  مقدار  این  که  به‌طوری  می دهد،  افزایش  به شدت 
 1/5% کازئینات  سدیم  برای   12025  nm به   0/5% سدیم  کازئینات 
افزایش یافت. نتایج مربوط به اندازه ذرات در جدول ۳ نشان می دهد، 
در مقادیر مختلف پکتین و سدیم کازئینات، متوسط قطر حجمی در 

محدوده nm 12069- 86 قرار دارند.
در محیط اسیدی، وجود پکتین برای پایداری و کاهش اندازه ذرات 
 pH کمپلکس لازم است. زیرا کازئین با اسیدی‌شدن محیط و کاهش
تا زیر 4/6 )نقطه ایزوالکتریک( بار الکترکیی خود را از دست داده و 

تشیکل رسوب می دهد. 
از  می توانند  دارند،  منفی  بار  که  پکتین  جمله  از  پلی ساکاریدها 
توده ای شدن کازئین در شرایط اسیدی جلوگیری کنند. در این شریط 
ایجاد  پکتین،  رشته های  از  حاصل  فضایی  ممانعت  ایجاد  بر  علاوه 

سدیم  و  پکتین  مختلف  غلظت های  واریانس  تحلیل  جدول2- 
کازئینات بر اندازه ذرات.

p-value t-value ضریب 
همبستگی مشخصات

0/842
>0/0001
>0/0001
0/001

>0/0001
>0/0001

0/202
6/204
-8/920
3/736
5/456
-8/207

91/83
1729/31
-2486/38
1532/83
2238/71
-3235/13

ثابت معادله
سدیم کازئینات 

پکتین
سدیم کازئینات × سدیم کازئینات 

پکتین × پکتین
پکتین × سدیم کازئینات
×: نشان دهنده اثر متقابل است.
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)ب(  									        )الف(  		
شکل2- اثر پکتین و سدیم کازئینات بر اندازه ذرات کمپلکس در pH برابر4/1 : )الف( نمودار رویه پاسخ و )ب( نمودار دوبعدی.
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ایجاد  باعث  نیز  کازئین  و  پکتین  بین  الکتروستاتیک  برهم‌کنش های 
پایداری و جلوگیری از تشیکل توده و رسوب شده و موجب کاهش 
کم استر  پکتین  اثر  همکاران،  و   Ron  .]5،23[ می شود  ذرات  اندازه 
ذرات  اندازه  و  لاکتوگلوبولین  بتاـ  و  پکتین  کمپلکس  تشیکل  بر  را 
بررسی و گزارش کردند که پکتین در مقادیر بیش از 0/01 درصد در 
محیط اسیدی، با ایجاد برهم‌کنش های الکتروستاتیک سبب پایداری و 
کاهش اندازه ذرات کمپلکس می شود. در این پژوهش، حداقل اندازه 
ذرات )nm ۵۰-۴۹( در pH برابر 4/25 و غلظت پکتین 0/5 و 0/75 
ذرات  اندازه  غلظت،  محدوده  این  از  خارج  و  آمد  به‌دست  درصد 
ایزوالکتریک  نقطه  به  به 4/5 )نزدیک   pH افزایش  با  یافت.  افزایش 
داد  نشان  بیشتری  وابستگی  پکتین  به غلظت  ذرات  اندازه  پروتئین( 
از  جلوگیری  برای  پکتین،  وجود  به  پروتئین  بیشتر  وابستگی  به  که 

لخته‌شدن، نزدیک نقطه خنثی‌شدن نسبت داده شد ]8[. 
 پژوهش Zimet و همکاران روی کمپلکس پکتین ـ بتاـ لاکتوگلوبولین
حد  تا  پکتین  غلظت  افزایش  داد،  نشان   DHA چرب  اسید  حاوی 
معینی باعث کاهش اندازه کمپلکس حاصل می شود. ذرات با کمترین 
قطر )nm 110( در غلظت بین 0/0375 و 0/125 درصد پکتین حاصل 
مجدداً  ذرات  قطر  درصد،   0/125 غلظت  از  بیشتر  در  و  می شوند 

افزایش میی ابد ]7[. 
روی  همکاران،  و   Girard توسط  شده  انجام  بررسی های 
تشیکل  طی  لاکتوگلوبولین  بتاـ  ـ  کم استر  پکتین  برهم‌کنش های 
و  یونی  پیوندهای  برهم‌کنش ها،  اساس  داد،  نشان  نانوکمپلکس 
 LMP برابر 4/5، بیشترین مقدار پروتئین با pH هیدروژنی است و در
بیان کردند، در محدوده  کمپلکس تشیکل می دهد. این پژوهشگران 
pH زیر نقطه ایزوالکتریک بتاـ لاکتوگلوبولین )PI= 5/18( که پروتئین 

با بار منفی، می توان  با افزودن مقادیر اضافی پکتین  بار مثبت دارد، 
نانوکمپلکس های محلول با دافعه الکتروستاتیک قوی ایجاد کرد ]24[.
در  معین کننده ای  نقش  زیست‌پلیمرها  بین  مناسب  نسبت  رعایت 
اندازه ذرات کمپلکس دارد. Bedie و همکاران، تشیکل کمپلکس های 
پنیر )WPI( را برای به دام  پکتین )LMP( و پروتئین جدا شده آب 
در  آب(  در  محلول  )ترکیب حساس  تیامین  از  و حفاظت  انداختن 
مشخص  آمده  به‌دست  نتایج  طبق  کردند.  مطالعه  اسیدی،  غذاهای 
کمپلکس های  تشیکل  برای  الکتروستاتیک  برهم‌کنش های  که  شد 
 WPI و LMP، به شدت به نسبت اختلاط دو زیست‌پلیمر، روش و 

بهینه ای  مقادیر  آنها  است.  وابسته  محیط   pH و  اسیدی‌کردن  زمان 
که در آن بیشترین تعداد کمپلکس مشاهده شد، اختلاط محلول های 
زیست‌پلیمری، بین 3/5-3 برای pH و نسبت 1:2 را برای پروتئین: 

پلی ساکارید گزارش کردند ]11[. 
کیتوسان  ـ  زئین  کمپلکس  روی  همکاران  و   Luo پژوهش های 
زئینی  به محلول  کیتوسان  افزودن  با  داد که  نشان  حاوی توکوفرول 
 به نسبت 1 به 20، اندازه ذرات از 800 به nm 211 کاهش میی ابد و 
سپس با ازدیاد غلظت آن به نسبت 1 به 10 و 1 به 5، اندازه ذرات 
دوباره افزایش میی ابد. همچنین، با افزایش غلظت پروتئین زئین از 
5 به mg/mL 15 در نسبت 10 به 1 زئین به کیتوسان، اندازه ذرات 
ذرات  اندازه   20  mg به  غلظت  افزایش  با  سپس،  میی ابد.  کاهش 

مجددا افزایش میی ابد ]14[.
در حالت تشیکل کمپلکس، پکتین باید بتواند به‌طور کامل سطح 
بین پکتین و سدیم کازئینات کاهش  اگر نسبت  بپوشاند.  را  کازئین 
یابد، پروتئین به‌طور کامل با پکتین پوشیده نمی شود و پروتئین های 
آزاد با نزدیک‌شدن به نقطه ایزوالکتریک، از نظر بار الکترکیی خنثی 
از  با  پروتئین ها  این  می دهند.  دست  از  را  خود  پایداری  و  شده 
بزرگ تر  و  پیوسته  کیدیگر  به  الکتروستاتیک  دافعه  نیروی  بین‌رفتن 
 .]25،26[ در‌می آیند  و رسوب  توده  به شکل  نهایت  در  و  می شوند 
از سوی دیگر در این شرایط، پکتین می تواند در طول زنجیر خود با 
چند کازئین برهم‌کنش دهد و با ایجاد پل بین مولکول های کازئین، 
سبب افزایش اندازه ذرات و توده ای شدن آنها شود. در غلظت های 

جدول 3ـ اثر غلظت‌ های مختلف سدیم کازئینات و پکتین بر اندازه 
ذرات در pH برابر4/1.

Span (nm) 
 ± )nm( قطر حجمی
انحراف معیار میانگین

2B 1A

0/93 ± 0/02
4/62 ± 0/02
0/89 ± 0/67
0/93 ± 0/53
0/87 ± 0/05
4/42 ± 0/09
0/79 ± 0/15
2/67 ± 0/00
2/84 ± 0/01
0/96 ± 0/01
0/71 ± 0/09
0/83 ± 0/24
2/84 ± 0/08
2/67 ± 0/00

86 ± 5
2200 ± 103

99 ± 6
93 ± 8
86 ± 5

2100 ± 86
1094 ± 72
150 ± 305

12025 ± 337
93 ± 6
94 ± 1

119 ± 38
12069 ± 848
150 ± 218

0/45
0/7
0/45
0/45
0/45
0/7
0/7
0/2
0/2
0/45
0/45
0/7
0/2
0/2

1
0/5
1
1
1

0/5
1/5
0/5
1/5
1
1

1/5
1/5
0/5

1ـ سدیم کازئینات و 2ـ پکتین )w/w%( است.
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کم سدیم کازئینات نیز، افزایش مقدار پکتین سبب ایجاد فشار اسمزی 
شده و لایه آب بین دو مولکول کازئین تخلیه می شود. این موضوع 
تهی‌شدن  از  ناشی  انبوهش  ایجاد  و  مولکول ها  پیوستن  به‌هم  سبب 
نسبت  رعایت  شد،  گفته  که  همان‌طور  بنابراین   .]25[ می شود  آب 
مناسب بین پروتئین و پلی ساکارید از عوامل مهمی است که در تولید 

نانوذرات باید به آن توجه کرد. 
برای  را  مناسب  محدوده  به‌وضوح  ۲-ب  شکل  دوبعدی  نمودار 
تشیکل نانوکمپلکس بین پکتین و کازئین نشان می دهد. با توجه به این 
شکل مشاهده می شود، برای تشیکل نانوکمپلکس، با افزایش سدیم 
کازئینات مقدار بیشتری پکتین مورد نیاز است. توزیع اندازه ذرات از 
نظر کارایی و پایداری فیزکیی و خواص رئولوژکیی محصول اهمیت 
 ویژه ای دارد. معمولاً با افزایش توزیع اندازه ذرات، پایداری کلوئیدی و 
برای  پژوهش،  این  در  بنابراین  میی ابد.  کاهش  محلول ها  گرانروی 
 بررسی مقدار پراکندگی ذرات از پارامتر اسپن استفاده شد. در جدول ۳، 
ذرات  اندازه  توزیع  روی  کازئینات  سدیم  و  پکتین  متغیرهای  اثر 
نشان داده شده است. شکل ۳ نشان می دهد، در مقدار ثابت سدیم 
 0/45 پکتین  به  مربوط  ذرات  اندازه  توزیع  بهترین   )1%( کازئینات 
است. توزیع اندازه ذرات برای نمونه  مزبور تک قله ای و برای سایر 
نمونه ها چندقله ای بود. شکل 4- الف تا ج نمودار توزیع اندازه ذرات 

نمونه ها را در pH برابر 4/1 نشان می دهد.

اثر زمان فراصوت‌دهی بر اندازه ذرات
شکل ۵ اندازه ذرات کمپلکس را به عنوان تابعی از زمان فراصوت‌دهی 
بزرگ ترین  نمونه ها،  تمام  در  این شکل،  به  توجه  با  می دهد.  نشان 
احتمالاً  است.  فراصوت‌دهی   1  min زمان  به  مربوط  ذرات  اندازه 
فراصوت‌دهی مقدار تحرک ذرات و در نتیجه درصد برخورد آنها را 

به کیدیگر افزایش داده و سبب به هم‌چسبیدن ذرات و افزایش اندازه 
فراصوت‌دهی،  زمان  بیشتر  افزایش  با  اما،  است.  شده  آنها  متوسط 
نتیجه عکس مشاهده شد. در کمپلکس حاوی %1 سدیم کازئینات و 
 ،5 min 0/2 پکتین مشاهده می شود، افزایش زمان فراصوت‌دهی تا%
اندازه ذرات را به‌شدت کاهش می دهد. این موضوع احتمالاً به دلیل 
شکسته‌شدن توده های کمپلکس تشیکل شده در نمونه، در اثر افزایش 
مدت زمان فراصوت‌دهی است. این اثر درباره دو ترکیب دیگر چندان 
محسوس نیست. با توجه به اندازه کوچک ذرات در این سامانه‌ها و 
عدم تأثیر زمان فراصوت‌دهی بر این ترکیبات، می توان نتیجه گرفت 
که در این سامانه ها، ترکیبات توده ای به مقدار خیلی کم است یا اصلًا 
این آزمون در جدول ۴ گزارش شده  به  نتایج مربوط  وجود ندارد. 
است. Seshadri و همکاران در بررسی اثر فراصوت بر اندازه ذرات و 
کدورت ژل پکتینی، گزارش کردند که امواج فراصوت سبب کاهش 
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شکل 3ـ نمودار رویه پاسخ اثر متقابل پکتین ـ سدیم کازئینات در 
توزیع اندازه ذرات در pH برابر4/1.
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اندازه ذرات، کسر حجمی و تغییر شکل آنها شده و در نتیجه مقدار 
کدورت کاهش میی ابد ]27[.

Teng و همکاران نیز با اعمال فراصوت‌ بر پروتئین سرم آلبومین، 

پژوهشگران  از  بسیاری  اما   .]28[ بودند  ذرات  اندازه  افزایش  شاهد 
گزارش کردند، فراصوت می تواند اندازه توده ها و انبوهه های پروتئینی 
را کاهش دهد. Wu و همکاران اثر شدت و زمان فراصوت‌دهی را بر 
پروتئین و چربی های شیر همگن نشده بررسی و کاهش اندازه ذرات 
را در اثر فراصوت‌دهی گزارش کردند ]29[. با توجه به نتایج حاصل 
از پژوهش‌های مختلف می توان نتیجه گرفت، فراصوت‌دهی می تواند 
سبب تغییر اندازه ذرات شود که این تغییرات به بسامد و مدت زمان 

اعمال فراصوت‌ وابسته است. 
 

اثر دما بر اندازه ذرات
نمونه   6 نانوکمپلکس های  ذرات  اندازه  بر  دما  اثر  به  مربوط  نتایج 

مختلف در جدول ۵ آمده است. نتایج جدول نشان می دهد، کاهش 
دمای تولید از C°21 به C°4، سبب کاهش اندازه ذرات شده است. 
اما همان‌طور که در جدول ۶ ملاحظه می شود، این اختلاف از نظر 
آماری در سطح 0/05 معنی دار نیست. این نتیجه با نتایج به‌دست آمده 
از پژوهش Zimet و همکاران تطابق دارد. این پژوهشگران اثر دمای 
پاستوریزه‌کردن، دمای محیط و دمای C°4 را بر اندازه ذرات کازئین 
اندازه  در  کاهش جزئی  دما سبب  کاهش  که  کردند  بیان  و  ارزیابی 
ذرات می شود. اما، این اختلاف از لحاظ آماری معنی دار نیست ]7[. 
همچنین جدول ۶ نشان می دهد، اثر متقابل بین دما و غلظت پکتین، 
در سطح 0/05 معنی دار نیست. اما همان‌طور که پیش‌تر نیز گفته شد، 

اثر غلظت پکتین بر اندازه ذرات معنی دار است.

اثر نمک روی پایداری سامانه کلوئیدی
 برای تعیین اثر نمک پایداری سامانه، محلول کمپلکس %1 کازئینات و 
و  تهیه شده   )7 نمک )جدول  با غلظت های مختلف  پکتین   0/45%
نمونه ها در لوله آزمایش به مدت 60 روز در دمای محیط نگه‌داری 
نمک  افزودن  با  داد،  نشان  آمده  به‌دست  نتایج   .)6 )شکل  شدند 
به  نسبت  پایداری  مقدار  سامانه،  به  مولار   0/2 سیترات  تری‌پتاسیم 
نمونه شاهد )بدون نمک( افزایش یافته و در سامانه رسوبی مشاهده 
 1 به  سیترات  تری‌پتاسیم  نمک  غلظت  افزایش  با  اما،  است.  نشده 
مولار، پایداری سامانه از بین رفته است. این موضوع احتمالاً به دلیل 
خارج‌شدن مقدار آب در دسترس نانوکمپلکس های پکتین ـ کازئینات 
است که در غلظت های زیاد نمک اتفاق می افتد. در این غلظت، به 
دلیل فراوانی یون ها در محیط، مقدار انحلال‌پذیری کاهشی‌افته )پدیده 
شرایط  این  در  می شود.  تشیکل  رسوب  نتیجه  در  و   )salting out

 می توان با افزودن مقدار مناسب پلی ساکارید به محیط، جذب آب و 
بخشید.  بهبود  را  سامانه  پایداری  و  داد  افزایش  را  محیط  گرانروی 

شکل 5ـ اثر زمان فراصوت‌دهی بر اندازه ذرات کمپلکس حاوی 1% 
سدیم کازئینات در pH برابر4/1.

)min( زمان

پکتین )%(
0/2
0/45
0/7

21 3 4 5 60

)n
m

ت )
ذرا

زه 
ندا

ا

6050
5050
4050
3050
2050
1050

50

مختلف  زمان های  در  ذرات  متوسط  اندازه  میانگین  4ـ  جدول 
فراصوت‌دهی )غلظت سدیم کازئینات در تمام نمونه ها % 1 است(.

پکتین 
)%w/w(

زمان فراصوت‌دهی 
)min(

 )nm( *میانگین اندازه ذرات
± انحراف معیار 

0/2
0/2
0/2
0/45
0/45
0/45
0/7
0/7
0/7

0
1
5
0
1
5
0
1
5

5452 ± 155
6331 ± 422

1673/5 ± 159
81 ± 3

196/5 ± 11
123/5 ± 4
519/5 ± 12
759/5 ± 36
571/5 ± 124

* مربوط به سه تکرار است.

جدول 5ـ میانگین اندازه ذرات در دمای C°4 و دمای محیط.

پکتین 
)%w/w(

)°C( دما
 ± )nm( *میانگین اندازه ذرات

انحراف معیار 
0/2
0/2
0/45
0/4
0/6
0/6

4
21
4
21
4
21

5452 ± 155
5957 ± 647

81 ± 3
158 ± 41

519/5 ± 12
535/5 ± 33

* مربوط به سه تکرار است.
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افزون بر این، افزایش قدرت یونی محیط، سبب کاهش بار الکترکیی 
شده و نیروی دافعه بین ذرات را کاهش می دهد. در نتیجه ذرات به هم 
نزدیک شده و توده ای شدن و افزایش اندازه ذرات رخ می دهد. اما در 
مقادیر کم نمک، یون های معدنی که از تجزیه نمک در محیط به‌وجود 
می آیند )قابلیت ایجاد پیوندهای هیدروژنی را ندارند( به دلیل نوع بار 
سطحی بخشی از مولکول آب را به طرف خود جذب می کنند. در این 
حالت، کمپلکس با یون های مخالف احاطه شده و انحلال‌پذیری آن 
افزایش میی ابد )پدیده salting in( که در نتیجه پایداری سامانه را نیز 
افزایش می دهد. Anal و همکاران، اثر غلظت نمک روی اندازه ذرات 
اندازه گیری قطر  با  برابر ۵/۵   pH کیتوسان و سدیم کازئینات را در 
مقادیر  افزودن  از  کازئینات، پس  ـ  کیتوسان  هیدرودینامیک مخلوط 
0/06-0/02 مولار NaCl بررسی کردند. نتایج حاصل از این پژوهش 
نشان داد، تغییر قدرت یونی محیط، روند تشیکل کمپلکس را تحت 

تأثیر قرار می دهد. افزایش غلظت نمک، با اثرگذاری بر مقدار نیروی 
الکتروستاتیک و کاهش آن، سبب بزرگ‌شدن اندازه ذرات و به دنبال 
آن تشیکل رسوب می شود. در این پژوهش، افزودن مقادیر نمک بیش 
از 0/06 مولار، سبب افزایش توده ای‌شدن و تشیکل رسوب کمپلکس 

کیتوسان ـ کازئینات در طول یک شب شد ]30[.
و  ذرات  اندازه  بر   pH و  نمک  اثر  بررسی  با  همکاران،  و   Jones

رسوب ذرات زیست‌پلیمری بتاـ لاکتوگلوبولین و پکتین تشیکل شده 
 pH طی عمل‌آوری گرمایی، بیان کردند، غلظت نمک بسته به مقدار
محیط، دارای آثار متفاوتی بر اندازه ذرات، کدورت و سرعت تشیکل 

اثر نمک بر  برای بررسی  جدول 7- غلظت نمک‌های استفاده شده 
پایداری سامانه.

انه
سام

غلظت نمک )مولاریته(
کلسیم کلرید دی‌پتاسیم هیدروژن فسفات تری‌پتاسیم سیترات

A

B

C

D

E

1
0/75
0/5
0/2
0

0/18
0/15
0/1
0/08

0

0/18
0/15
0/1
0/08

0

جدول 6- تحلیل واریانس داده های مربوط به دما، غلظت پکتین و زمان فراصوت‌دهی.

F-valuep-valueمیانگین مربعاتمجموع مربعاتدرجه آزادیمنبع

دما
غلظت پکتین

دما × غلظت پکتین
خطا
کل

1
2
2
12
18

178602/7
1/163×108
213135/4
891340

1/98 ×108

178602/7
5/8 × 107
106567/7
74278/3

-

2/4
782/9
1/4
-
-

0/147
0/0001
0/276

-
-

زمان 
غلظت پکتین

زمان فراصوت × غلظت پکتین
خطا
کل

2
2
4
18
27

 1/309 ×107
1/024 ×108
2/37×107
491452/66
2/219×108

 6543334/3
5/11×107

5935260/59
27302/92

-

 239/65
1/87×103
217/39

-
-

 0/0001
0/0001
0/0001

-
-

×: نشان دهنده اثر متقابل است.

 pH 0در   /45% پکتین  و   1% کازئینات  سدیم  کمپلکس   -6 شکل 
 برابر 4/1 حاوی نمک با غلظت های مختلف: )الف( 1، )ب( 0/75، 

)ج( 0/5، )د( 0/2 و )ه( صفر مولار.
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رسوب است. طبق نتایج به‌دست آمده از این پژوهش، اندازه ذرات 
 150-300 nm ،4-7 برابر pH کمپلکس در نبود نمک و در محدوده
یافت.  افزایش  اندازه ذرات و کدورت سامانه   ،pH با کاهش  بود و 
بار  به دلیل کاهش  این سامانه  همچنین، سرعت تشیکل رسوب در 
افزایش یافت. در حالی که افزودن  الکترکیی طی تشیکل کمپلکس 
سبب  و  داد  افزایش  را  آن  گرمایی  پایداری  سامانه،  این  در  نمک 
 .]10[ شد  رسوب  تشیکل  سرعت  و  ذرات  اندازه  کدورت،  کاهش 
طی پژوهش‌های انجام شده توسط Matsuda و همکاران معلوم شد، 
نمک، انحلال‌پذیری کمپلکس مواد فعال سطحی و پلیمر را نیز بهبود 

می بخشد ]31[.

کدورت
خاص،  محدوده ای  در   pH کاهش  شد،  گفته  پیش‌تر  که  همان‌طور 
این  می‌شود.  سامانه  کدورت  افزایش  و  کمپلکس  تشیکل  سبب 
تشیکل  کمپلکس  تعداد  افزایش  یا  ذرات  اندازه  افزایش  با  کدورت 
شده بیشتر شد. شکل ۷ اثر غلظت های متفاوت پکتین و کازئین را در 
مقدار کدورت کمپلکس )pH=4/1( نشان می دهد. زمانی که غلظت 
کدورت  مقدار  در  شدیدی  افزایش  یافت،  افزایش   0/2% به  پکتین 
کاهش  کدورت  پکتین،  بیشتر  افزایش  با  ولی  شد،  مشاهده  سامانه 
یافت. در مقادیر کم پکتین نسبت به سدیم کازئینات )%1 و % 1/5(، 
ممکن است دو حالت عدم پوشش دهی کامل کازئین و توده ای‌شدن 
ناشی از تشیکل پل رخ دهد. این عوامل موجب افزایش اندازه ذرات، 
پراکنش نور و در نتیجه افزایش کدورت می شود. اگر مقدار پکتین 
افزایش یابد، دافعه استری و الکتروستاتکیی )افزایش بارهای منفی( 
افزایش یافته و از نزدیک‌شدن ذرات کمپلکس به کیدیگر جلوگیری 
می کند. این نتایج با نتایج به‌دست آمده از آزمون تعیین اندازه ذرات 
مطابقت داشت. باید توجه داشت، غلظت پکتین نباید از حدی خاص 

بیشتر شود، زیرا با اشباع‌شدن محلول، پدیده تهی‌شدن اتفاق افتاده و 
توده ای‌شدن رخ می دهد.

کدورت  بر  را  پکتین  غلظت  اثر  پژوهشی  در  همکاران،  و   Ron

کمپلکس پکتین و بتاـ لاکتوگلوبولین بررسی و گزارش کردند که هر 
چه غلظت پکتین بیشتر شود، کدورت کمتر می شود ]8[. در همین 
پکتین،  بیان کردند، در مقادیر بسیار کم  Zimet و همکاران  ارتباط، 
افزایش میی ابد ]7[. همان‌طور که مشاهده  کدورت سامانه به شدت 
می شود، غلظت کازئینات نیز در مقدار کدورت نمونه ها مؤثر بوده و 
نتایج  با توجه به  افزایش در آن، شفافیت سامانه را کاهش می دهد. 
 به‌دست آمده از بررسی اندازه ذرات، در مقادیر ثابت پکتین )%0/45( و 
شد.  مشاهده   1% کازئینات  برای  ذرات  اندازه  کمترین   ،)4/1(  pH

بنابراین انتظار می رود، شفاف ترین نمونه مربوط به این سامانه باشد. 
برخلاف انتظار، این نمونه از نمونه %0/5 کازئینات شفافیت کمتری 
اثر  در  کمپلکس ها  تعداد  افزایش  به  را  آن  دلیل  می توان  و  داشت 

افزایش غلظت زیست‌پلیمر ها نسبت داد.
محلول های  کدورت  افزایش  همکاران،  و   Jones نتایج  مطابق 
از  بیشتر   ،3/5 تا   5 از   pH کاهش  با  پکتین  ـ   ـلاکتوگلوبولین  بتا
تعداد  به تشیکل  بود که  بتاـ لاکتوگلوبولین ـ کاراگینان  محلول های 
نسبت  پکتین  ـ  لاکتوگلوبولین  بتاـ  محلول های  در  بیشتر  کمپلکس 
داده شد، چون اندازه ذرات محلول بتاـ لاکتوگلوبولین ـ پکتین کمتر 
بود ]10[. در این باره پژوهشگران معتقدند، نقاط اتصال در شبکه به 
عنوان ذره جدا عمل کرده و می تواند سبب پراکندگی نور و در نتیجه 

افزایش کدورت شود.

خواص رئولوژیکی نوسانی
در شکل 8 ـ الف  و  ب اثر غلظت های مختلف پکتین )0/2، 0/45 و 
0/7( و سدیم کازئینات )0/5، 1 و 1/5( بر مدول های گرانروکشسانی 
سامانه مدل نشان داده شده است. همان طور که مشاهده می شود، در 
پکتین،  افزایش غلظت  با  نمونه های کمپلکس،  بسامد  پویش  آزمون 
تمام  در  میی ابند.  افزایش   )G'' و   G'( گرانروکشسانی  مدول های 
 نمودارها، مدول اتلاف )''G( از مدول ذخیره )'G( بزرگ‌تر است و 
دلیل  به  موضوع  این  می شوند.  نزدیک تر  هم  به  بسامد  افزایش  با 
افزایش تداخل و درگیری بین پکتین و کازئین و ایجاد برهم‌کنش های 
الکتروستاتیک قوی تر بین آنها در بسامد های بزرگ‌تر است که منجر 
به تشیکل ساختارهای قوی تری می شود ]32،33[. این رفتار به رفتار 
به  گرانروکشسان  توابع  آنها  در  که  دارد  شباهت  رقیق  محلول های 
میی ابد  افزایش  آنها  مقادیر  بسامد  افزایش  با  و  بوده  وابسته  بسامد 
]34-32[. افزایش مقدار پکتین در محیط و تشیکل کمپلکس، شعاع 

)%w/w( غلظت پکتین

سدیم کازئینات )%(
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حاوی  سامانه  کدورت  بر  زیست‌پلیمرها  غلظت  اثر  شکل7ـ 
نانوکمپلکس در pH برابر4/1.
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ذرات و بار کلی سطحی ذرات کازئین را افزایش داده )در مقایسه با 
ذرات کازئین لخته نشده( و باعث افزایش دافعه الکتروستاتیک و در 

نتیجه افزایش کسر حجمی مؤثر و مدول ها می شود.
Ercelebi و همکاران نشان دادند، مدول های گرانروکشسانی کمپلکس 

پکتین ـ پروتئین جدا شده آب پنیر و صمغ گوار ـ پروتئین جداشده آب 
پنیر وابسته به بسامد بوده و رفتار کمپلکس مزبور در بسامدهای کم، به 
محلول های رقیق شباهت دارد. این پژوهشگران همچنین نشان دادند، 
افزایش غلظت صمغ گوار و پکتین در کمپلکس با ایجاد ساختارهای 
قوی تر، موجب افزایش مدول ها شده است ]32[. در پژوهشی دیگر 
اتلاف  مدول  کم،  بسامدهای  در  دادند،  نشان  همکاران  و   Andrews

کمپلکس صمغ عربی کیتوسان از مدول ذخیره آن بیشتر است و رفتار 
کمپلکس مزبور در این بسامد مشابه محلول های رقیق است. در این 
پژوهش، نیز وابسته‌بودن مدول های گرانروکشسانی به بسامد و غلظت 
زیست‌پلیمر نشان داده شد، به‌طوری که افزایش بسامد و غلظت صمغ 

عربی، مدول اتلاف و ذخیره را افزایش داد ]33[. 
شیر  به  پکتین  اضافه‌کردن  همکاران  و   Kouame یافته های  طبق 
نهایی  محصول  رئولوژکیی  خواص  معنی داری  به‌طور  شده،  اسیدی 

را در مقایسه با نمونه های بدون پکتین افزایش می دهد ]35[. افزایش 
بسامد و افزایش غلظت هیدروکلوئید هر دو شبیه به هم عمل کرده و 
افزایش هر دو موجب افزایش گیرافتادن زنجیر های زیست‌پلیمرها در 
محلول می شود که در نهایت موجب تشیکل ژل ضعیف می شود ]36[. 
سدیم  کمپلکس  به  مربوط  ذخیره  و  اتلاف  مدول های   ۹ شکل 
را   )0/2% و   0/45%( پکتین  مختلف  درصد  دو  و   0/5% کازئینات 
نشان می دهد. با توجه به این شکل مشاهده می شود، در غلظت های 
را  ژل  تشیکل  نقطه  پکتین  غلظت  افزایش  کازئینات،  سدیم  ثابت 
افزایش می دهد. این موضوع نشان می دهد، پکتین با جلوگیری از به 

هم‌پیوستن ذرات به هم، از تشیکل شبکه ژلی ممانعت می کند.
آمیدی  پکتین  افزودن  اثر  روی  مطالعه  در  نیز  همکاران  و   Matia

از  حاصل  آمیدی  ژل های  ریزساختار  و  رئولوژی  بر  کم استر  شده 
سدیم کازئینات، نشان دادند که مدول ذخیره )'G( سامانه، با افزایش 
بنابراین  به کاهش می کند،  به v/w( 4%(، شروع  از 1%  پکتین  مقدار 
مقدار پکتین اضافی روی تجمع مولکول ها و تشیکل شبکه اثرگذار 
کمتر  سرعت  و  کشسانی  مدول  کاهش  موجب  نهایت  در  و  است 
 تشیکل ژل می‌شود ]34[. در تمام نمودارها در شکل 8 ـ الف و ب 

)ب( 								       )الف(  			 
شکل 8 اثر نسبت های مختلف زیست‌پلیمرها بر: )الف( مدول ذخیره و )ب( مدول اتلاف در pH برابر4/1 و در کرنش ثابت0/01 درصد.
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کازئینات  سدیم  نانوکمپلکس های  برای  ژل  تشیکل  نقطه  9ـ  شکل 
%0/5 و پکتین %0/45و %0/7 در pH برابر4/1 و در کرنش ثابت0/01 

درصد.
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با  پکتین  ـ  کازئین  نانوکمپلکس  کمپلکس  گرانروی  10ـ  شکل 
کرنش  در  و  برابر4/1   pH در  زیست‌پلیمری  مختلف  نسبت های 

ثابت0/01 درصد.
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مشاهده می شود، در بسامد های کم، مدول اتلاف و ذخیره با نسبت های 
افزایش  بسامد،  ازدیاد  با  و  منطبق اند  هم  بر  زیست‌پلیمری  مختلف 
میی ابد. گرانروی کمپلکس، نسبت مدول کمپلکس به بسامد است و 
معیاری از سفتی کلی جسم را نشان می دهد. در شکل ۱۰ نیز مشاهده 
بسامد  افزایش  با  آزمایشی  نمونه های  کمپلکس  گرانروی  می شود، 
افزایش میی ابد و در غلظت های %1 سدیم کازئینات و %0/7 پکتین، 

خاصیت کشسانی بیشتر را نسبت به سایر غلظت ها نشان می دهد. 

نتیجه گیری 

و  پایداری  در  بسیاری  کارایی  پکتین  داد،  نشان  پژوهش  این  نتایج 
دو  نسبت  و  غلظت  همچنین،  دارد.  کازئینات  ذرات  اندازه  کاهش 
زیست‌پلیمر پکتین و کازئینات نقش مهمی در اندازه ذرات کمپلکس 

افزایش  اندازه ذرات  معین،  از غلظتی  بیشتر  و  دارد و کمتر  حاصل 
میی ابد که برای سامانه های حامل مطلوب نیست. برای سامانه به‌کار 
رفته در این پژوهش مقادیر بهینه کازئینات و پکتین به ترتیب 1 و 
0/45 درصد معین شد. همچنین، عواملی مانند دما، فراصوت‌دهی و 
غلظت نمک در اندازه و پایداری سامانه کلوئیدی حاصل می توانند 

مؤثر باشند.

قدردانی
از مرکز تحقیقات و توسعه شرکت تکدانه به دلیل پشتیبانی فنی در 
و  سهند  دانشگاه  پلیمر  پژوهشکده  رئولوژکیی،  آزمون‌های   انجام 
مرکز  و   DSC آزمون های  انجام  برای  عباسی  دکتر  آقای  جناب 
تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه علوم پزشکی تبریز تشکر و قدردانی 

می‌شود. 
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