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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Article type: 
Research Article 

Background: Covalent interactions between proteins and phenolic 

acids are recognized as an effective approach to improve the functional 

properties of plant proteins. Such interactions can enhance the physical, 

chemical, and biological characteristics of proteins, thereby broadening 

their applications in various industries. 

Aims: This study aimed to investigate the interaction between soy 

protein isolate (SPI) with gallic acid (GA) and tannic acid (TA), and to 

evaluate its effects on the structural characteristics and antioxidant 

activity of SPI. 

Methods: GA and TA at concentrations of 5, 10, and 15% (based on 

protein weight) were reacted with SPI under alkaline conditions (pH=9) 

to form conjugates. The obtained conjugates were analyzed using OPA 

spectrophotometry, emulsifying properties (EAI, ESI), antioxidant 

activity, color measurement, electrophoresis (SDS-PAGE), zeta 

potential, and Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). 

Results: With increasing GA and TA concentrations up to 10%, the 

degree of conjugation increased from 28.33% to 64.45% and from 

29.52% to 55.66%, respectively, after which it reached a stable level. 

The EAI and ESI values of SPI-TA conjugates (13.65 and 32.65, 

respectively) were higher than those of SPI-GA (19.15 and 73.05). 

Furthermore, increasing GA and TA concentrations up to 10% enhanced 

the zeta potential (−26.12 and −27.2, respectively) and significantly 

reduced particle size. Evidence from SDS-PAGE and FTIR confirmed 

the formation of covalent bonds between SPI and GA/TA. 

Conclusion: Among the treatments, SPI-GA 10% and SPI-TA 10% 

were identified as the optimal formulations. 
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Extended Abstract 

Background: Covalent interactions between 

proteins and phenolic acids, especially in the realm 

of plant proteins, represent an effective and 

practical approach to enhancing the functional and 

structural properties of proteins. These 

interactions, which typically occur under alkaline 

conditions and in the presence of phenolic acids, 

can improve the physical, chemical, and biological 

characteristics of proteins, thereby expanding their 

industrial applications. Among plant proteins, soy 

protein isolate (SPI) has attracted considerable 

attention due to its high nutritional value, economic 

benefits, and environmental advantages. However, 

its instability against temperature, pH changes, and 

processing conditions poses significant limitations 

on its broader use in the food industry. In this 

context, the use of phenolic acids as protein-

modifying agents offers a novel and effective 

strategy to improve the functional properties of soy 

protein isolate. 

Objective: This study aimed to investigate the 

covalent interactions between soy protein isolate 

and two representative phenolic acids, gallic acid 

(GA) and tannic acid (TA), focusing on their 

effects on the structural, chemical, and antioxidant 

activity of the protein. Although gallic acid and 

tannic acid share structural similarities, they differ 

in molecular weight and the number of phenolic 

rings, factors that could influence the extent and 

type of interaction with the protein. Tannic acid, as 

a poly-galloyl glucose ester, has a higher molecular 

weight and contains more phenolic groups, 

whereas gallic acid has a simpler structure and 

lower molecular weight. 

Methodology: Soy protein isolate was prepared as 

a 2% aqueous solution and adjusted to alkaline 

conditions (pH = 9). Subsequently, gallic acid and 

tannic acid were added to the protein solution at 

three different concentrations (5%, 10%, and 15% 

based on protein weight) and allowed to react to 

form protein-polyphenol conjugates. The reaction 

was conducted at room temperature with 

continuous stirring for 24 hours. Afterwards, the 

samples were dialyzed and freeze-dried to remove 

unbound phenolic acids, leaving only the formed 

conjugates. 

Results: The degree of conjugation, indicating the 

extent of covalent bonding between free amino 

groups of the protein and phenolic groups of the 

acids, was measured using the Folin–Ciocalteu 

assay. Results showed that conjugation percentage 

significantly increased with phenolic acid 

concentration up to 10%, then plateaued. Notably, 

conjugation levels in tannic acid-treated samples 

were significantly higher than those with gallic 

acid, attributed to tannic acid’s higher molecular 

weight and greater number of phenolic rings. 

Increased conjugation indicates more covalent 

bonds between protein and phenolic acids, leading 

to enhanced stability and structural modifications 

of the protein. FTIR spectroscopy revealed 

significant changes in the amide bands of the 

protein after reaction. The main Amide A, Amide 

I, and Amide II bands, associated with carbonyl, 

NH groups, and protein secondary structure, were 

altered, indicating changes in protein structure and 

the formation of new covalent bonds. These 

findings confirm that phenolic acids reacted with 

protein functional groups and modified its 

structure. SDS-PAGE electrophoresis supported 

the covalent bond formation evidence. Protein 

bands in conjugated samples shifted towards 

higher molecular weights compared to pure 

protein, reflecting the attachment of phenolic 

molecules and increased molecular mass. This 

band shift confirms the formation of protein-

polyphenol conjugates. Functional properties such 

as emulsifying ability and emulsion stability, 

critical for food industry applications, improved in 

the conjugated samples. Particularly at 10% 

phenolic acid concentration, both emulsifying 

activity index (EAI) and emulsion stability index 

(ESI) significantly increased. This enhancement is 

likely due to surface modifications and increased 

surface charge of proteins, as indicated by elevated 

zeta potential. Higher zeta potential represents 

greater electrostatic repulsion between emulsion 

droplets, preventing aggregation and improving 

emulsion stability. Regarding antioxidant 

properties, DPPH radical scavenging assays 

demonstrated that all conjugated samples exhibited 

much higher antioxidant activity than pure protein. 

Increasing phenolic acid concentration led to 

higher free radical inhibition, indicating transfer of 

antioxidant properties from polyphenols to proteins 

upon conjugation. Overall, SPI-TA conjugates 

showed greater antioxidant activity compared to 

SPI-GA, attributed to tannic acid’s structural 

features and higher number of phenolic groups. 

Color parameters (L*, a*, b*) of samples changed 

after conjugation, with decreases in brightness 

(L*), redness-greenness (a*), and yellowness-

blueness (b*), reflecting darker coloration with a 

shift towards greenish and yellowish hues. These 

color changes are typically due to polyphenol 

oxidation and formation of new pigments in 

conjugate structures and should be carefully 
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considered in industrial applications. Statistical 

analyses identified SPI-GA 10% and SPI-TA 10% 

treatments as optimal conditions for enhancing the 

structural, functional, and antioxidant properties of 

soy protein isolate. These samples showed the 

highest conjugation degree, strongest antioxidant 

activity, and best emulsifying characteristics. 

Conclusion:Based on the findings, covalent 

conjugation between soy protein isolate and 

phenolic acids, especially tannic acid, is an 

effective and economical method to improve the 

functional properties and stability of the protein. 

These enhancements pave the way for broader 

applications of soy protein isolate in the food and 

pharmaceutical industries. Moreover, this study 

provides better insight into the mechanisms of 

protein-polyphenol interactions and the role of 

polyphenol concentration in controlling the final 

properties of conjugated products. Given their high 

antioxidant capacity, these conjugates have 

potential as natural and healthy additives in food 

formulations to enhance product stability and 

quality. 
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 هاي صنايع غذايي پژوهش 
 x515- 2008، شاپا چاپي  2676-5691شاپا الکترونیکي: 
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های ساختاری و  مقایسه اثر بر همکنش کنژوگه ایزوله پروتئین سویا با گالیک اسید و تانیک اسید بر ویژگی

   اکسیدانی آنفعالیت آنتی 
 4هدی شهیری طبرستانی  و  ٢، مرتضی خمیری    ٢یمهران اعلم  ،1سیما مهاجرخراسانی

 
 فناوری مواد غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان -دانشجوی دکتری علوم و مهندسی صنایع غذایی   1
 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان استاد دانشکده علوم و مهندسی صنایع غذایی، 2

 3   استاد دانشکده علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان
 دانشکده علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان  شهیری طبرستانی، دانشیار 4

  :مسئول مکاتبهmehranalami@gmail.com   

 مشخصات مقاله  چکیده
ها و اسیدهای فنولیک به عنوان یک روش  های کووالانسی میان پروتئینکنشبرهمزمینه مطالعاتی:  

ویژگی بهبود  برای  پروتئینمؤثر  عملکردی  میهای  شناخته  گیاهی  برهمنشو های  این  ها  کنشد. 

بیولوژیکی پروتئینتوانند  می و  آنها را برای  خصوصیات فیزیکی، شیمیایی  بهبود بخشند و  ها را 

 .تر سازنداستفاده در صنایع مختلف مناسب 

کنش بین ایزوله پروتئین سویا با گالیک اسید و تانیک اسید و تأثیر  در پژوهش حاضر، برهمهدف: 

 .اکسیدانی ایزوله پروتئین سویا مورد بررسی قرار گرفت آنتیهای ساختاری و فعالیت آن بر ویژگی

و   10،  5های  ها، گالیک اسید و تانیک اسید در غلظت کنشبه منظور بررسی این برهمروش کار:  

اکنش  ( و=9pH)درصد )بر اساس وزن پروتئین( با ایزوله پروتئین سویا تحت شرایط قلیایی    15

 های اسپکتروفتومتریهای به دست آمده از طریق آزمونوگههایی تشکیل شد. کنژداده و کنژوگه

OPAسنجی اکسیدانی، رنگ، الکتروفورز، پتانسیل زتا و طیفهای آنتیویژگی  کنندگی،، امولسیون

 .مورد تحلیل و بررسی قرار گرفتند (FTIR) قرمز مادونتبدیل فوریه 

  33/ 28از     بیرصد کنژوگه شدن به ترتد  %10تا    دیاس  کیو تان  دی اس  ک یغلظت گال  شیبا افزانتایج:  

به   از    45/ 64درصد  و   پا   افت ی  شیافزا  66/ 55تا    52/ 29درصد  حالت  به  سپس  . دیرس  داریو 

-SPI( بالاتر از  65/ 32و  13/ 65  ب ی)به ترت  SPI-TA  یهادر کنژوگه  ESIو    EAI  ریمقاد  ،نیهمچن

GA (19 /15  بود. علاوه بر ا73/ 05و )درصد،   10تا   دیاس کیو تان دیاس  کیدرصد گال شیافزا ن،ی

اندازه ذرات    داریو کاهش معن  -27/ 2و    -26/ 12  زانیبه م  ب یزتا به ترت  لیپتانس  شیموجب افزا

  نیپروتئ  انیم  یکووالانس  یوندهایوجود پ  زین  FTIR( و  SDS-PAGEشد. شواهد الکتروفورز )

 کردند.  دییرا تأ د یاس کیو تان دیاس  کیبا گال  ایسو 

نهایی:  نتیجه مختلف  گیری  تیمارهای  میان  عنوان     SPI-TA 10% و     SPI-GA 10%در  به 

 تیمارهای بهینه انتخاب شد. 
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 مقدمه

های غذایی ایفا امانهها نقش مهمی در سدر صنعت غذا، پروتئین

پروتئینمی ناپایداری  دیگر،  سوی  از  سامانهها  کنند.  های  در 

میغذایی شمار  به  غذا  صنعت  برای  بزرگ  چالشی  و  ،  رود 

ویژگی بهبود  سوی  به  را  پروتئینمحققان  عملکردی  ها  های 

به سویا،  پروتئین  ایزوله  است.  داده  پروتئین سوق  یک  عنوان 

های  جایگزینی بالقوه برای پروتئینو    گیاهی با ارزش غذایی بالا

ناپایداری ایزوله پروتئین  رود.  حیوانی به شمار می با این حال، 

و سایر فرآیندهای غذایی،   pH سویا در برابر حرارت، تغییرات

با چالش در صنعت  را  آن  از  است  استفاده  کرده  مواجه  هایی 

که اند  ها نشان داده(. اخیراً، پژوهش2021)سوئی و همکاران،  

تواند ها میفنولها از طریق ایجاد کنژوگه با پلیاصلاح پروتئین

سلامتیویژگی اثرات  و  عملکردی  آن های  بهبخش  را  طور ها 

ها به دلیل دارا بودن خواص  فنولتوجهی بهبود بخشد. پلیقابل

ای  طور گستردهاکسیدانی، ارتقاء سلامت و اثرات درمانی، بهآنتی

می قرار  مطالعه  متابولیت مورد  فنولی  ترکیبات  های  گیرند. 

به میزان  ثانویه گیاهی مشتق شده و  ترکیبات  از  ای هستند که 

شوند. های غلات یافت میها، سبزیجات و دانهزیادی در میوه

است.   فنولیک  اسیدهای  گروه،  این  در  مهم  ترکیبات  از  یکی 

، دو اسید فنولیک رایج، (GA) و گالیک اسید (TA) تانیک اسید

یکدیگر مرتبط هستند. تانیک اسید، که یک  ز نظر ساختاری بها

و اسید  گالیک  گروه-D استر  دارای  است،  فنولی  گلوکز  های 

که وزن مولکولی  متعدد و وزن مولکولی بالایی است، در حالی

است،   شده  تشکیل  فنولی  حلقه  یک  از  تنها  که  اسید  گالیک 

قابلبه همکارانطور  و  )هانگر  است  کمتر  (.  2014،  توجهی 

های پیروگالول و گالیک اسید و تانیک اسید هر دو دارای گروه

فعالیت  که  هستند  مانند  کربوکسیل  متعددی  بیولوژیکی  های 

سرطانی را برای   اکسیدانی، ضد میکروبی و ضدهای آنتیتوانایی

میآن  فراهم  همکاران،  ها  و  )هلنو  گروه2015کند  های  (. 

راحتی به  د و تانیک اسید به هیدروکسیل موجود در گالیک اسی 

دهند اکسیدانی خود را نشان میآنتی  ویژگیکینون تبدیل شده و  

دهد که گالیک اسید  (. تحقیقات نشان می2019)لیو و همکاران،  

ها  مولکولی مانند پروتئینتوانند با مواد درشت و تانیک اسید می

پلی پروتئینو  پایداری  ترکیب شده و موجب    ها و ساکاریدها 

ها برای افزایش کاربردها در  های آنها و بهبود ویژگیفنولپلی

پروتئین و  بین  های  کنشبرهم   .ها شوندطیف وسیعی از زمینه

غیرکووالانسی  پلی و  کووالانسی  پیوندهای  شامل  فنول 

برهم ند.باشمی با  مقایسه  غیرکووالانسی،  کنشدر  های 

یر بوده و نسبت  ناپذهای کووالانسی معمولاً برگشت کنشبرهم

مقاوم محیطی  شرایط  تغییرات  و  به  )چوبینسکی  هستند  تر 

روش2017همکاران،   پیوند (.  برقراری  برای  رایج  های 

پلی و  پروتئین  بین  )کنژوگاسیون(  شامل  کووالانسی  فنول 

های  های آنزیمی و غیرآنزیمی است. در مقایسه با روشروش

ط زیست هستند های آنزیمی سازگار با محیغیرآنزیمی، روش

می قیمت  گران  و  پیچیده  روشد  .باشنداما  بین  های  ر 

رایج قلیایی  محیط  در  واکنش  این  غیرآنزیمی،  در  است.  تر 

فنول به کینون تبدیل شده و سپس با پروتئین  فرآیند، ابتدا پلی

فنول تشکیل شود )لیو  پلی-دهد تا کنژوگه پروتئینواکنش می

همکاران،   مخت  .(2019و  بهبود  مطالعات  زمینه  در  لفی 

ها و  های پروتئین از طریق ایجاد کنژوگه میان پروتئینویژگی

(  2022های مختلف انجام شده است. گیو و همکاران ) فنولپلی

پروتئین سویا ایزوله  دوگانه  کنژوگه  که  اسید -دریافتند  تانیک 

ویژگی حرارتی،  پایداری  بهبود  آنتیباعث  و های  اکسیدانی 

کی ژل در مقایسه با ایزوله پروتئین سویا  خصوصیات رئولوژی

و می سختی  اسید،  تانیک  میزان  افزایش  با  همچنین،  شود. 

( 2022. تانگزی و همکاران )یابدمیالاستیسیته ژل نیز افزایش  

پیوند کنژوگه میان پروتئین آب پنیر و گالیک اسید، تانیک اسید 

کنش  و فرولیک اسید را بررسی کردند و نشان دادند که برهم

کنژوگاسیون،   بیشترین میزان  تانیک اسید،  با  پنیر  پروتئین آب 

آنتی ویژگی  و  فنول  سایر محتوی  با  مقایسه  در  را  اکسیدانی 

)فنولپلی همکاران  و  جیانگ  همچنین،  دارد.  نشان 2019ها   )

فسو کنژوگه  برهمکنش  که  موجب  یدادند  اسید  گالیک  با  تین 

آنتی ویژگی  فعالیت  افزایش  و  کنندگی  امولسیوناکسیدانی 

و  . شودمی سویا  پروتئین  ایزوله  بین  برهمکنش  بنابراین، 

روشفنولپلی از  یکی  ویژگیها  بهبود  برای  مؤثر  های  های 

رود. با توجه به اهمیت ارتقای عملکردی پروتئین به شمار می

بهویژگی پروتئین سویا  ایزوله  عملکردی  گسترش  های  منظور 

م نقش  و  آن  صنعتی  پلیکاربردهای  این  فنولؤثر  بهبود  در  ها 
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برهمویژگی دقیق  بررسی  این  کنشها،  میان  کنژوگه  های 

اجتناب ضرورتی  میترکیبات،  نظر  به  میان  ناپذیر  از  رسد. 

دلیل ساختار  های مختلف، گالیک اسید و تانیک اسید بهفنولپلی

فعالیت  و  قابلمتفاوت  زیستی  گزینههای  مناسبی  توجه،  های 

روند. با وجود مطالعات پیشین، هنوز شمار میبه   برای مطالعه

فنول بر  های مختلف این دو پلیشناخت جامعی از تأثیر غلظت 

آنتیویژگی عملکردی،  ایزوله های  ساختاری  و  اکسیدانی 

دست نیامده است. بنابراین، پژوهش حاضر با  پروتئین سویا به

د در ی اثرات گالیک اسید و تانیک اسیهدف بررسی و مقایسه

سطوح مختلف بر خواص کنژوگه ایزوله پروتئین سویا طراحی  

کوشد تا با تعیین شرایط بهینه، زمینه را برای استفاده  شده و می

 .ها در صنایع غذایی فراهم سازدتر از این کنژوگهگسترده

 

 ها مواد و روش

درصد پروتئین بر مبنای وزن   93ایزوله پروتئین سویا )حاوی  

از   تانیک اسید و سایر مواد شیمیایی  خشک(، گالیک اسید و 

 شرکت سیگما تهیه شد.  

 SPI-GAو  SPI-TAهای دو گانه تهیه کنژوگه

  2غلظت )ابتدا برای تهیه محلول پروتئین، ایزوله پروتئین سویا 

ت در دمای اتاق همزده  ساع  4به مدت    وزنی/حجمی(  درصد

محلول از  استفاده  با  سپس  و     pHولار،  م  NaOH 1 /0 شد 

به  م محلول  9حلول  تهیه  برای  گردید.  فنولی،  تنظیم  های 

جداگانهمحلول با  های  اسید  گالیک  و  اسید  تانیک  از  ای 

تهیه    15و    10،  5های  غلظت  پروتئین  وزن  بر حسب  درصد 

های مختلف  های فنولی با غلظت شدند. در مرحله بعد، محلول 

   pHمخلوط شدند. سپس،    1:1به محلول پروتئینی به نسبت  

تنظیم   9ولار به  م  NaOH   1 /0 های حاصل با استفاده از حلولم

ساعت با استفاده از    24ها در دمای اتاق به مدت  شد و محلول

همزن مغناطیسی همزده شدند. به منظور حذف اسیدهای فنولی  

های حاصل در کیسه دیالیز قرار  آزاد از محلول پروتئین، محلول

ساعت دیالیز شدند.   48گرفته و در محیط آب مقطر به مدت  

در نهایت، محلول حاصل از دیالیز در فریزر منجمد شد و سپس  

گراد( تحت  درجه سانتی  -80کن انجمادی )در دمای در خشک

  .(2021ساعت خشک گردید )یی و همکاران،    24خلأ به مدت  

جدول   در  تیمارها  نتایج،  تفسیر  سهولت  گذاری نام   1جهت 

 شدند.  

Table 1- Abbreviations of treatment names 
Gallic acid and Tannic acid 

proportions 

Sample codes 

Tannic acid 

(TA) 

Gallic acid 

(GA) 

0 0 SPI 

0 5 SPI-GA 5% 

0 10 SPI-GA 10% 

0 15 SPI-GA 15% 

5 0 SPI-TA 5% 

10 0 SPI-TA 10% 
15 0 SPI-TA 15% 

 

 تعیین درصد کنژوگه شدن 

( همکاران  و  گیو  روش  کنژوگ 2021طبق  درصد  شدن (،  ه 

سیوکالتیو محاسبه  -ها با استفاده از روش فولینپروتئین با فنول

ابتدا   منظور،  بدین  با    20شد.  نمونه  از   1/ 160میکرولیتر 

سیوکالتیو ترکیب  -میکرولیتر معرف فولین  100آب و    کرولیترمی

در دمای   دقیقه  7-6شد و به مدت    مخلوطشد. سپس محلول  

میکرولیتر    300محیط )در تاریکی( نگه داشته شد. پس از آن،  

درصد وزنی/وزنی به مخلوط اضافه    20محلول کربنات سدیم  

نهایت، مخلوط به مدت    مخلوطگردید و مجدداً    30شد. در 

گراد قرار گرفت و  درجه سانتی  40ماری با دمای  دقیقه در بن

گیری شد.  نومتر اندازهنا  760ها در طول موج  سپس جذب نمونه

غلظت فنول با استفاده از منحنی استاندارد محاسبه شد. درصد 

 .ها طبق فرمول زیر محاسبه گردیدنمونه ه شدنکنژوگ 

 =درصد کنژوگه شدن 

  - *)غلظت فنول قبل از دیالیز/ )غلظت فنول بعد از دیالیز  100

 غلظت فنول قبل از دیالیز(( 

 (SDS-PAGE) الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید  

پلی   ن یب  یکووالانس  وندی پ  لیتشک اساس ،  فنول  پروتئین و    بر 

با  پروتئین قبل و بعد از کنژوگه    یمولکولآنالیز تغییرات وزن  

 %10شامل  دیآم لیژل آکرشد.  دییتا SDS-PAGEاستفاده از 

جداکننده،   و    %5ژل  انباشته  نمونهبود  SDS  %0/ 1ژل  به ها  . 

 %10،  مولار  Tris-HCl  0625 /0 )نمونه  بافر    با  ب یترت
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  % 0/ 0025و    SDS  ،5 %  -mercaptoethanol2  % 10  ن،یری سیگل

دقیقه    5ها به مدت  نمونه   سپس  ، شدند  ( مخلوطیآب  فنولبرمو 

  گراد حرارت داده یدرجه سانت  100دمایدر  در حمام آب جوش  

  20در مرحله بعد،    .شدنداتاق خنک    یتا دمابعد از آن    وشد  

از   و  هانمونهمیکرولیتر  شد  بارگذاری  ژل  ولتاژ    در    80با 

در ژل   ولت  120و سپس با ولتاژ    کننده  در ژل انباشته   ولت یلیم

  ی هاکه رنگ  یتا زمانبطور پیوسته الکتروفورز شدند  جداکننده 

انتها  ابیرد برسند  یبه  ورقهژل  نهایت  در  با   ژلهای  . 

Coomassie Brilliant Blue G-250  آم با  و    یزیرنگ 

برای تخمین وزن  شدند.  اسکن    یربرداریتصو   ستمیاستفاده از س

نمونه تمام  شد مولکولی  استفاده  پروتئینی  استانداردهای  از  ها 

 .(1970)لاملی، 

 ( FTIR) هی فور لی فروسرخ تبد  یسنج فیط

ها و تخمین تغییر ساختاری  تر برهمکنشبه منظور بررسی دقیق

فرکانسپروتئین بررسی  طریق  )از  کنژوگه  ایجاد  از  پس    ها 

نمونه آمیدی(،  کن  پیوندهای  خشک  با  شده  خشک  های 

مورد آزمون قرار    FTIRاسپکتروفتومتر    انجمادی با استفاده از

استفاده شد و   KBr-diskها، از روش  نمونه  هیته  ی. براگرفتند

)پودر حاصل    نمونه  از  گرممیلی  1های جامد  قرص  هیته  یبرا

پتاسیم برمید ترکیب  گرم  میلی  100  با   از خشک کن انجمادی( 

ط  هانمونه  گردید. محدوده    cm 0040  –1-cm  400-1  یف یدر 

 (. 2020آنالیز شدند )ونگ و همکاران    cm 4-1باقدرت تفکیک  

 گیری ویژگی آنتی اکسیدانیاندازه

  تر یلیلی م  4  به  کنژوگه  یهااز نمونه  گرمیلیم  1به این منظور ابتدا  

  ک یتار فضای  اتانول اضافه شد و در  DPPH-مولار    0/ 1محلول  

  جذب سپس  .  داده شدواکنش    در دمای اتاق  قهیدق  30به مدت  

میکروپلیت ریدر    نانومتر با استفاده از  517در طول موج    هانمونه

-BOECO BMR-100 Microplate Reader - BMR مدل

شده کال آزاد محاسبهیمهار راد  . نرخی گردیدریاندازه گ   100

DPPH محاسبه شد. ریطبق رابطه ز 

DPPH free radical scavenging rate (%) == 1 – (A – 

100 × jA/) i A 

 
1 Emulsion Activity Index 

نشان دهنده جذب نمونه و محلول مخلوط اتانول   Aکه در آن 

DPPH  ،iA    اتانول محلول  و  نمونه  جذب  دهنده    95نشان 

  است  DPPHنشان دهنده جذب محلول اتانول    jA و  درصد  

 (. 1999گیامفی و همکاران )

 های امولسیونگیری ویژگیاندازه

های امولسیون، شاخص پایداری امولسیون  برای تعیین ویژگی

(1EAI( امولسیون  فعالیت  شاخص  و   )2ESIاندازه گیری  ( 

ابتدا   منظور،  این   به  )میلی  6شدند.  نمونه  محلول    %1لیتر 

با  میلی  2وزنی/حجمی( و   لیتر روغن با استفاده از هموژنایزر 

مدت    rpm  20000دور   به  سپس   1و  شدند.  مخلوط  دقیقه 

زمان در  حاصل،  تهیه   10و    0های  امولسیون  از  )پس  دقیقه 

د وزنی/حجمی( به میزان  درص  1 /0)  SDSامولسیون( با محلول  

نانومتر   500برابر رقیق گردید و جذب آن در طول موج    50

خوانده اندازه گیری شد. در نهایت، شاخص پایداری امولسیون  

فرمول توسط  امولسیون  فعالیت  شاخص  محاسبه  و  زیر  های 

 (. 2021گردید )شا و همکاران 
EAI (m2/g) = (2 * 2.303 A) DF/lΦC 

ESI (min) = A0 * Dt/DA 
A  نانومتر،    500= جذب درDF  ،فاکتور رقیق سازی =L  طول =

)=  Φمسیر،   امولسیون  در  روغن  حجمی  =  C(،  0/ 25کسر 

غلظت پروتئین در محلول مورد استفاده برای تهیه امولسیون،  

ΔA = A0 - A10 ،Δt=10 min. 

 پتانسیل زتا و اندازه قطرات  

به منظور بررسی پایداری امولسیون، پتانسیل زتا و اندازه ذرات  

  ک یها به طور کامل در  نمونهگیری شد. به این منظور ابتدا  اندازه

حل شده و تا سطح    %1در غلظت    pH=7.4بافر فسفات در  

امولسیون توسط  شد و    قی مناسب رق اندازه قطرات در  توزیع 

پویا   نور  تفرق  Nanotrac Wave II  (DLS  )دستگاه 

(Microtrac, Germany  دستگاه توسط  زتا  پتانسیل  نیز  و   )

WALLIS  (Cordouan Technology, France  )    ی در دما  

 (. Zhao et al., 2019) شد ی ریگراد اندازه گ ی درجه سانت 25

 رنگ

2 Emulsion Stability Index 
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سنج   رنگ  دستگاه  از  محصول،  رنگ  ارزیابی  جهت 

(ColorFlex EZ Spectrophotometer / Colorimeter 

HunterLab America استفاده شد و آنالیز رنگ به صورت )

 انجام شد. *bو  *L ،a*سه شاخص 

 آنالیزهای آماری

های  ها در سه تکرار انجام گرفت. دادهدر این مطالعه کلیه آزمون

ها، با استفاده از طرح کاملا تصادفی در قالب  حاصل از آزمایش

مقایسه  فاکت  و  واریانس  آنالیز  شدند.  تحلیل  و  تجزیه  وریل 

افزار   نرم  از  استفاده  با  مقایسه    SASتیمارها  گرفت.  انجام 

احتمال  میانگین درسطح  دانکن  آزمون  با  درصد صورت   5ها 

 گرفت.  
 

 و بحث جی نتا

 درصد کنژوگه شدن 

درصد کنژوگه شدن نشان دهنده میزان پیوند کووالانسی است.  

گروه بین  کووالانسی  پروتئین پیوند  آزاد  آمین  و  های  ها 

پلی اتصال بین یک  .  دهدها رخ میفنولهیدروکسیل  بنابراین، 

های آمین تواند منجر به کاهش گروهفنول میپروتئین و یک پلی

درصد   .وگه شدن شودها و افزایش درصد کنژآزاد در پروتئین 

کنژوگه شدن ایزوله پروتئین سویا با گالیک اسید و تانیک اسید 

نشان داده شده است. درصد کنژوگه شدن ایزوله   2درجدول  

  10گالیک اسید با افزایش مقدار گالیک اسید تا  -پروتئین سویا 

از   تا    33/ 28درصد  داری    45/ 64درصد  معنی  بطور  درصد 

های  و بعد از آن ثابت شد. در کنژوگه  (P<0.05)افزایش یافت  

سویا پروتئین  تانیک -ایزوله  مقدار  افزایش  با  نیز  اسید  تانیک 

تا   از    10اسید  شدن  کنژوگه  میزان    66/ 55تا    52/ 29درصد، 

افزایش و بعد از آن ثابت شد. با توجه به نتایج به دست آمده، 

شتر از  میزان کنژوگه شدن ایزوله پروتئین سویا با تانیک اسید بی

تواند  ایزوله پروتئین سویا با گالیک اسید است. این تفاوت می

های  به دلیل وزن مولکولی بالاتر تانیک اسید و تعداد بیشتر حلقه

باشد که تحت شرایط قلیایی اکسید شده و به کینون  فنولی در آن  

می با  تبدیل  بیشتری  کووالانسی  پیوندهای  نتیجه  در  و  شود 

می تشکیل  پیوندهای  هد.  دپروتئین  متعددی  مطالعات  در 

های مختلف از  فنولکووالانسی بین ایزوله پروتئین سویا و پلی

و   اسید،  کلروژنیک  اسید،  تانیک  اسید،  گالیک  جمله 

همکاران، اپی و  )لو  است  شده  بررسی  گالات  گالاکتوکاتچین 

؛ یان و  2021؛ یی و همکاران،  2021؛ گیو و همکاران،  2022

( نشان دادند که زمانی  2021گیو و همکاران )  (.2023همکاران،  

که ایزوله پروتئین سویا و تانیک اسید تحت شرایط قلیایی قرار  

میمی کاهش  تریپتوفان  آمینه  اسید  مقدار  این گیرند،  که  یابد، 

دهنده پیوند کووالانسی بین ایزوله پروتئین سویا و  کاهش نشان

( اسید است. یی و همکاران  دلیل2021تانیک  بالاتر    (  درصد 

شدن ایزوله پروتئین سویا با آنتوسیانین نسبت به گالیک  کنژوگه

 .اسید را وزن مولکولی بیشتر آنتوسیانین دانستند

 
Table 2- Conjugation degree of SPI control and 

SPI-GA and SPI-TA conjugates 
Conjugation rate (%)   sample 

e0.1±0.02 SPI 
d39.22±0.65 SPI-GA 5% 
c43.77±0.99 SPI-GA 10% 
c42.86±0.78 SPI-GA 15% 
c43.01±0.86 SPI-GA 20% 
b46.69±0.87 SPI-TA 5% 
a49.91±0.74 SPI-TA 10% 
a48.11±0.98 SPI-TA 15% 
a49.12±0.95 SPI-TA 20% 

Mean values ± SD. Means with different superscripts 

in columns indicate significant differences among 

treatments (P<0.05). 
 

 ویژگی آنتی اکسیدانی 

  ل یبه دلپلی فنول  -کنژوگه ایزوله پروتئین سویا  باتیتمام ترک 

راد  ت یفعال  ها، فنولیپل  یدانیاکسیآنت  ویژگی  اری بس  کالیمهار 

به    یبالاتر دادند.  ایزوله پروتئین سویانسبت  افزایش    نشان  با 

 غلظت گالیک اسید و تانیک اسید، درصد مهار رادیکال آزاد

DPPH   نشانا که  یافت  آنتیفزایش  ظرفیت  اکسیدانی دهنده 

آنتی  تانیک اسید است. درصد  ایزوله  گالیک اسید و  اکسیدانی 

بود که با افزایش درصد گالیک    %17/ 86پروتئین سویا برابر با  

و با افزایش    %64/ 02به    %77/21اکسیدانی از  آنتی  ویژگی اسید،  

از   اسید  تانیک  معنی%  80/ 31به    %49/ 66درصد  داری  بطور 

یافت   آنتی  (.3ل  )جدو   (P<0.05)افزایش  اکسیدانی درصد 

سویا پروتئین  ایزوله  ایزوله -کنژوگه  از  بیشتر  اسید  تانیک 
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سویا نشان- پروتئین  که  است  اسید  ویژگی  گالیک  دهنده 

رادیکال  اکسیداآنتی مهار  توانایی  است.  اسید  تانیک  بالاتر  نی 

می اسید  تانیک  گروهبالاتر  بیشتر  تعداد  دلیل  به  های  تواند 

هیدروکسیل در مقایسه با گالیک اسید باشد که تنها سه گروه  

دارند   پیوند  آروماتیک  به حلقه  ارتو  موقعیت  در  هیدروکسیل 

(  1996ران )ایوانز و همکا-(. رایس2015)آیودله و همکاران،  

های هیدروکسیل در  گزارش کردند که موقعیت و تعداد گروه

 .گذارداکسیدانی آنها تأثیر میلی بر خواص آنتیو ترکیبات فن

 
Table 3- DPPH radical scavenging activity of 

SPI control, SPI-GA and SPI-TA conjugates 
DPPH radical 

scavenging activity (%) 
Sample 

g19.86±0.52 SPI 
f54.37±0.35 SPI-GA 5% 
e59.58±0.85 SPI-GA 10% 
d64.02±0.45 SPI-GA 15% 
c66.49±0.36 SPI-TA 5% 
b75.62±0.58 SPI-TA 10% 
a80.31±0.69 SPI-TA 15% 

Mean values ± SD. Means with different 

superscripts in columns indicate significant 

differences among treatments (P<0.05). 
 

 امولسیون کنندگی 

اصلنیپروتئ عامل  بس  ون یامولس  یها  در  غذاها   یاریکننده  از 

و شاخص فعالیت  (  (ESIشاخص پایداری امولسیون    هستند.

هستند که عموماً    یمهم  ی( پارامترها(EAI  امولسیون کنندگی

امولس  یبررس  یبرا در نیپروتئ  یکنندگ   ونی خواص  ها 

م  ییغذا  ونیامولس  یهاامانهس پوشش    EAIشوند.  یاستفاده 

 کیقطره روغن در    کی  یرا بر رو  نیپروتئ  کی  یسطح نسب

آن    یثبات نسب  ESIکه    ی، در حالزندمی  نیتخم  قی ون رقیامولس

)کوان و   زندیم نیشده تخم  نییتع شیزمان از پ  ک یرا پس از 

ها به عنوان یک  فنولها با پلیترکیب پروتئین .(2019همکاران 

شناخته   هارویکرد موثر برای اصلاح یا افزایش عملکرد پروتئین

پروتئین های  کنژوگه  توسعه  است.  عنوان  -شده  به  فنول  پلی 

های اخیر توجه زیادی را به  امولسیفایرهای جدید نیز در سال

ها )گالیک اسید و تانیک  فنولدن پلیخود جلب کرده است. افزو

اسید( به ایزوله پروتئین سویا و تشکیل کنژوگه موجب افزایش 

EAI    وESI    اسید و 1شد )شکل گالیک  مقدار  افزایش  با   .)

داری  بطور معنیESI و  EAIدرصد، میزان    10تانیک اسید تا  

  EAIو بعد از ثابت شد. میزان افزایش    (P<0.05)افزایش یافت  

کنژوگه  ESIو   سویادر  پروتئین  ایزوله  )به -های  اسید  تانیک 

کنژوگه65/ 32و  13/ 65ترتیب   از  بیشتر  پروتئین  (  ایزوله  های 

باشد که به دلیل تعداد ( می05/73و    15/ 19گالیک اسید )-سویا 

باشد که تحت شرایط  های فنولی در تانیک اسید میبیشتر حلقه

و شده  تبدیل  کینون  به  و  اکسید  پیوندهای    قلیایی  پروتئین  با 

می تشکیل  بیشتری  کووالانس.   دهدکووالانسی   یاتصال 

دهد و    رییرا تغ  نیتواند ساختار پروتئ یمپلی فنول    یهابخش

  ی کشش سطح  نیدهد، بنابرا  شیسطح آنها را افزا   یزیآب گر

گو و همکاران  ؛  2017چوبینسکی و دوئیکی  دهد )یرا کاهش م

2017 .) 

مطالعات   در  کنون  کنندگی  تا  امولسیون  ویژگی  زیادی 

پروتئینکنژوگه است.  - های  رسیده  اثبات  به  و    Liuفنول 

های مختلف  ( کنژوگه لاکتوفرین با پلی فنول2015همکاران )

(EGCG  را با استفاده از روش )اسید کلروژنیک و گالیک اسید ،

امولسیون کنندگی   پیوند رادیکال آزاد سنتز کردند که خواص 

به   این حال، بهتری نسبت  با  لاکتوفرین اصلاح نشده داشتند. 

کلروژنیک اسید خواص امولسیون کنندگی  -کنژوگه لاکتوفرین 

لاکتوفرین های  کنژوگه  به  نسبت  و    EGCG-بالاتری 

همکاران  -لاکتوفرین  و  )لیو  داد  نشان  اسید  (.  2015گالیک 

( همکاران  و  ترکیب  2013آیوسیری  که  دریافتند  همچنین   )

تانیک اسید اکسید شده در شرایط قلیایی می تواند به طور قابل  

توجهی خواص امولسیون کنندگی ژلاتین پوست ماهی را بهبود  

المکسود    بخشد. با اس2018و همکاران )عبد  از روش  (  تفاده 

و کافئیک اسید    نیلاکتوگلوبولپیوند کووالانسی بین بتا    ،ییایقل

به دست آمده خواص    یکنژوگه هاو دریافتند    بررسی کردند

به    یبهتر  یکنندگ   ونیامولس نشان   نیلاکتوگلوبولبتا  نسبت 

 دادند. 
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Figure 1- Emulsion activity index (EAI) of SPI 

control, SPI-GA and SPI-TA conjugates 
Mean values ± SD. Means with different superscripts in 

columns indicate significant differences among 

treatments (P<0.05). 
 

 
Figure 2- Emulsion stability index (ESI) of SPI 

control, SPI-GA and SPI-TA conjugates 
Mean values ± SD. Means with different superscripts in 

columns indicate significant differences among 

treatments P<0.05). 
 

 پتانسیل زتا و اندازه ذرات

پتانسیل زتا و اندازه ذرات دو  آزمون مهم برای تعیین پایداری  

ها هستند، بطوریکه با کاهش اندازه ذرات، پتانسیل زتا امولسیون

پای و  میافزایش  افزایش  نیز  امولسیون  افزایش  داری  با  یابد. 

تا   اسید  تانیک  و  اسید  گالیک  زتا   10درصد  پتانسیل  درصد، 

- 21/ 01( در مقایسه با ایزوله پروتئین سویا )- 27/ 2و    -26/ 12)

معنی  ( معنیبطور  بطور  ذرات  اندازه  و  افزایش  داری   داری 

یافت   ذرات 4)جدول    (P<0.05)کاهش  اندازه  بیشترین   .)

نانومتر( و کمترین اندازه    907مربوط به ایزوله پروتئین سویا )

ترتیب   به  اسید  تانیک  و  اسید  گالیک  تیمارهای حاوی  ذرات 

تیمارهای   به  و    SPI-GA 10%  (735مربوط  -SPIنانومتر( 

TA 10%  (520    است. ایجاد کنژوگه ایزوله پروتئین )نانومتر

یک اسید و تانیک اسید تحت شرایط قلیایی بود که  سویا با گال

کنژوگه   ایجاد  پروتئین شد.  بر روی  منفی  بار  افزایش  موجب 

موجب باز شدن ساختار پروتئین و در معرض قرار گرفتن اسید 

شود. علاوه  های با بار منفی از داخل به سطح پروتئین میآمینه

کن است  بر این کاهش اندازه ذرات ناشی از کنژوگه شدن مم

های قابل یونیزاسیون را در سطح پروتئین افزایش  تعداد گروه

های تانیک  (.  پتانسیل زتا کنژوگه2023دهد )لیو و همکاران  

های گالیک اسید بیشتر بود که به دلیل  اسید در مقایسه با کنژوگه

پیوندهای  بیشتر  تعداد  )تشکیل  شدن  کنژوگه  بالاتر  درصد 

با   اسید  تانیک  بیشتر  کووالانسی(  تغییر  سویا،  پروتئین  ایزوله 

ساختار پروتئین و در نتیجه افزایش آب گریزی سطح و کاهش 

می سطحی  همکاران  باشکشش  و  )کوان  و  2019د  یی   .)

( نشان دادند با افزایش درصد گالیک اسید در  2021همکاران )

گالیک اسید، پتانسیل زتا افزایش    - کنژوگه ایزوله پروتئین سویا

نشان داده    2ات کاهش یافت. همانطور که در جدول  و اندازه ذر

شده است، اندازه ذرات ایزوله پروتئین سویا بزرگتر از کنژوگه  

ها بوده که تمایل به تجمع با یکدیگر دارند و امولسیون حاصل  

از آن دارای پایداری بسیار کمی است. با تشکیل کنژوگه، اندازه 

پتانسیل زتا بالاتر امولسیون    ذرات کوچکتر، مقدار  پایداری  و 

افزایش یافته است. کوچکترین اندازه ذرات، بالاترین میزان زتا  

باشد و در نتیجه بیشترین پایداری امولسیون مربوط  را دارا می

 می باشد. ST 10%و   SG 10%به کنژوگه های 

 
Table 4- Particle size and zeta potential of SPI 

control, SPI-GA and SPI-TA conjugates  
Zeta potential 

(mv) 
Particle size 

(nm) 
Sample 

-21.01±0.38e 907±35a SPI 
-23.1±0.26d 850.2±25b SPI-GA 5% 

-26.12±0.54b 735±41c SPI-GA 10% 
-26.5±0.7b 719.87±52c SPI-GA 15% 

-24.85±0.65c 695±36c SPI-TA 5% 
-27.82±0.25a 530.09±25d SPI-TA 10% 
-27.38±0.33a 520.02±45d SPI-TA 15% 

Mean values ± SD. Means with different superscripts 

in columns indicate significant differences among 

treatments (P<0.05). 

 

 (SDS-PAGE) الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید  

زیر   مولکولی  وزن  تخمین  منظور  به  الکتروفورز  آزمون 

های مختلف انجام شد. الکتروفورز  واحد)ها( پروتئین و کنژوگه
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یک روش مناسب برای تایید پیوند کووالانسی بین پروتئین و  

می اسید  تانیک  و  اسید  ایزوله گالیک  اصلی  باندهای  باشد. 

ع شده است که  کیلو دالتون توزی  15و    35،  72پروتئین سویا در  

ایزوله  به دلیل اجزای مختلف پروتئین می با  باشد. در مقایسه 

  SPI-GAهای  پروتئین سویا، موقعیت باندهای اصلی کنژوگه

کرده  SPI-TAو   بالا حرکت  به سمت  نشان  مقداری   که  اند 

دهنده تشکیل پیوند کووالانسی بین پروتئین و گالیک اسید و  

وزن مولکولی پروتئین بعد از   تانیک اسید و در نتیجه افزایش

(. همچنین، باندهای اصلی زیر  5پیوند کووالانسی است )شکل  

تری ظاهر شدند.  واحد)ها( پروتئین به صورت باندهای ضعیف

باند  کشیدگی  ژل،  به  نمونه  ورود  و  بالا  نواحی  در  همچنین 

(streakingدیده می )  شود که به دلیل ایجاد کنژوگه و در نتیجه

گزارشات قبلی نشان داده اند که  باشد.  مین پروتئین  شد  سنگین

پروتئین واحد)ها(  زیر  مولکولی  متقاطع  وزن  پیوند  از  پس  ها 

فنول پلی  با  ها  پروتئین  میکووالانسی  افزایش  و ها  )لی  یابد 

( نیز گزارش کردند  2022شی و همکاران )  .(2021همکاران،  

ک  لروژنیک اسید  باندهای کنژوگه های ایزوله پروتئین سویا با 

در مقایسه با باندهای ایزوله پروتئین سویا مقداری به سمت بالا  

ها  حرکت کرده اند که به دلیل ایجاد پیوند کووالانسی بین آن

 می باشد. 

 
Figure 5- SDS-PAGE patterns of SPI control, 

SPI-GA and SPI-TA conjugates 
 M, marker protein; line 1, SPI; line 2-4, SPI-GA 

conjugates containing 5,10,15% GA; line 5-7, SPI-

TA conjugates containing 5,10,15% TA 

 

 ( FTIR) هی فور لی فروسرخ تبد  یسنج فیط

ها  اغلب برای توصیف واکنش بین پروتئین  FTIRطیف سنجی  

فنول پلی  پروتئینو  ثانویه  ساختار  در  تغییرات  ویژه  به  ها  ها 

در شکل   شود.  می  سنجی    4و    3استفاده  طیف  نمودارهای 

FTIR  های مختلف )نمونهSPI  ،SG 5%  ،SG 10%  ،SG 

15%  ،ST 5%  ،ST 10%  ،ST 15% .نشان داده شده است )

باند جذبی شامل  دارای سه  پروتئین سویا  ایزوله  طبق شکل، 

Amide A    نشان دهنده ارتعاش کششی    3700-3000بین(–

OH    و–NH    حلقه بنزن(،  درAmide I    نشان دهنده ارتعاش (

)  Amide II( و COO-، باندهای هیدروژنی و  CO–کششی 

(  NH–و ارتعاش خمشی    CN–نشان دهنده ارتعاش کششی  

می باشد )جیان و همکاران    1700تا    1500در طیف جذبی بین  

در برهمکنش ایزوله   Amide A(. باند جذبی مربوط به  2019

 

M 1 2 4 6 5 3 7 
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گ  و  سویا  بین  پروتئین  محدوده  در  اسید  تا    3273/ 40الیک 

تانیک    3280/ 85 و  پروتئین سویا  ایزوله  بین  برهمکنش  در  و 

تغییر کرده است    3280/ 85تا    3273/ 26اسید در محدوده بین  

و   SPIتواند در نتیجه برهمکنش باندهای هیدروژنی بین  که می

های گالیک اسید و تانیک اسید باشد. باندهای جذبی  پلی فنول

Amide I  در برهمکنش ایزوله پروتئین سویا و گالیک اسید از

و در برهمکنش ایزوله پروتئین سویا و    1524/ 24به    1631/ 10

داری  بطور معنی  1627/ 38به     1631/ 10تانیک اسید در محدوده

است   داشته  در (P<0.05)کاهش  جذبی  باندهای  همچنین   .

Amide II  اسید   در برهمکنش ایزوله پروتئین سویا و گالیک

و در برهمکنش ایزوله پروتئین سویا   1516/ 39به  1522/ 81از 

از   اسید  تانیک  یافت.    1517/ 06به    1522/ 81و  این  کاهش 

دهنده  تغییرات با افزایش غلظت گالیک اسید و تانیک اسید نشان

   GA و SPI تغییرات در ساختار دوم پروتئین و واکنش بین

 . است 

 
Figure 3- FTIR spectra of control SPI and SPI-

GA conjugates  
 

 
Figure 4- FTIR spectra of control SPI and SPI-

TA conjugate 
 

 رنگ

تانیک اسید بر رنگ در جدول     5تاثیر غلظت گالیک اسید و 

نشان داده شده است. با افزایش غلظت گالیک اسید و تانیک  

مقدار   معنی   L  ،*a  ، *b*اسید  یافت  بطور  کاهش  داری 

(P<0.05)  باشد. که به معنای افزایش تیرگی، سبزی و زردی می

کینون با   -این تغییرات تفاوت رنگ در نتیجه واکنش پلی فنول

می آمینه  اسید  )بقایای  همکاران  و  گیو  گزارش  2021باشد.   )

پروتئین،   با  کنژوگه  در  اسید  تانیک  غلظت  افزایش  با  کردند 

 کاهش یافت.  b*و  a* و L*مقدار 
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-of control SPI and SPI *and b* , a*L -Table 5

TA conjugates 
*b *a *L Sample 

a21.50±0.30 f0.04±0.02 a80.51±0.65 SPI 
e15.31±0.62 d1.23±0.09 e38.01±0.50 SPI-GA 5% 
f13.93±0.52 e0.29±0.01 f29.59±0.35 SPI-GA 10% 

g9.74±0.12 g0.75±0.12- g27.44±0.31 SPI-GA 15% 
b20.89±0.43 a4.44±0.06 b46.60±0.45 SPI-TA 5% 
d18.35±0.58 b3.72±0.11 c40.16±0.11 SPI-TA 10% 
c19.60±0.21 c3.27±0.10 d39.10±0.35 SPI-TA 15% 

 

 
SPI 

 
SPI-GA 15%          SPI-GA 5%            SPI-GA 10% 

 
SPI-TA 15%          SPI-TA 5%            SPI-TA 10% 

Figure 5- Image of control SPI and SPI-GA 

and SPI-TA conjugates 
 نتیجه گیری

نتایج نشان داد که با افزایش غلظت گالیک اسید و تانیک اسید  

،  امولسیون  درصد وزن پروتئین، درصد کنژوگه، پایداری  10تا  

این  امولسیونتوانایی   یافت.  افزایش  زتا  پتانسیل  و  کنندگی 

کنژوگه برای  بهتغییرات  اسید  تانیک  از  حاصل  طور  های 

کنژوگه از  بالاتر  بود.  معناداری  اسید  گالیک  از  حاصل  های 

همچنین، نتایج آزمون الکتروفورز نشان داد که باندهای اصلی  

پروتئین   SPI-TA و SPI-GA هایکنژوگه ایزوله  به  ن  سبت 

این تغییر موقعیت باندها که   اند سویا به سمت بالا حرکت کرده

دهنده تشکیل پیوندهای کووالانسی بین پروتئین و گالیک نشان

نیز تغییراتی در باندهای   FTIR اسید و تانیک اسید است. نتایج

را نشان داد که   Amide II و   Amide A  ،Amide I ی  جذب

این تغییرات دلیلی بر واکنش پروتئین با گالیک اسید و تانیک  

. علاوه بر این، با افزایش غلظت گالیک اسید و  باشدمیاسید  

کاهش یافت که این امر به   *b و   *L*  ،a تانیک اسید، مقادیر

نمونه  در  زردی  و  سبزی  تیرگی،  افزایش  است معنای    .ها 

تیما  و     SPI-GA 10%رهای مختلف    بنابراین،  در میان 

SPI-TA 10% .به عنوان  تیمارهای بهینه انتخاب شد 



 1404 ،3شماره   35 دورههاي صنایع غذایي/ پژوهشو همکاران                                                                          یمهاجرخراسان      102

 

References 

Abd El-Maksoud, A. A., Abd El-Ghany, I. H., El-Beltagi, H. S., Anankanbil, S., Banerjee, C., Petersen, S. V., 

... & Guo, Z. 2018. Adding functionality to milk-based protein: Preparation, and physico-chemical 

characterization of β-lactoglobulin-phenolic conjugates. Food Chemistry, 241: 281-289. 

Aewsiri, T., Benjakul, S., Visessanguan, W., Wierenga, P. A., & Gruppen, H. 2013. Emulsifying property and 

antioxidative activity of cuttlefish skin gelatin modified with oxidized linoleic acid and oxidized tannic 

acid. Food and Bioprocess Technology, 6: 870-881. 

Ayodele, J. A., Ayodeji, A. O., Oluwafemi, T. O., Sunday, A. O., & Scholarstical, A. 2015. Inhibitory effect 

of tannic acid and its derivative (gallic acid) against cisplatin–induced thiobarbituric acid reactive 

substances (TBARS) production in rat kidney–in vitro. International Journal of Advanced Research, 3(1): 

116-126. 

Czubinski, J., & Dwiecki, K. 2017. A review of methods used for investigation of protein–phenolic compound 

interactions. International Journal of Food Science and Technology, 52(3): 573-585. 

Gu, L., Su, Y., Zhang, M., Chang, C., Li, J., McClements, D. J., & Yang, Y. 2017. Protection of β-carotene 

from chemical degradation in emulsion-based delivery systems using antioxidant interfacial complexes: 

Catechin-egg white protein conjugates. Food Research International, 96: 84-93. 

Guo, Y., Bao, Y. H., Sun, K. F., Chang, C., & Liu, W. F. 2021. Effects of covalent interactions and gel 

characteristics on soy protein-tannic acid conjugates prepared under alkaline conditions. Food 

Hydrocolloids, 112: 106-293. 

Gyamfi, M. A., Yonamine, M., & Aniya, Y. 1999. Free-radical scavenging action of medicinal herbs from 

Ghana: Thonningia sanguinea on experimentally-induced liver injuries. General Pharmacology: The 

Vascular System, 32(6): 661-667. 

Hager, A. S., Vallons, K. J., & Arendt, E. K. 2012. Influence of gallic acid and tannic acid on the mechanical 

and barrier properties of wheat gluten films. Journal of agricultural and food chemistry, 60(24): 6157-

6163. 

Heleno, S. A., Martins, A., Queiroz, M. J. R., & Ferreira, I. C. 2015. Bioactivity of phenolic acids: Metabolites 

versus parent compounds: A review. Food chemistry, 173: 501-513. 

Jiang, B., Wang, X., Wang, L., Wu, S., Li, D., Liu, C., & Feng, Z. 2019. Study on the preparation and 

conjugation mechanism of the phosvitin-gallic acid complex with an antioxidant and emulsifying 

capability. Polymers, 11(9): 14-64. 

Jiang, L., Liu, Y., Li, L., Qi, B., Ju, M., Xu, Y., ... & Sui, X. 2019. Covalent conjugates of anthocyanins to soy 

protein: Unravelling their structure features and in vitro gastrointestinal digestion fate. Food Research 

International, 120: 603-609. 

Laemmli U. K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4. 

Nature, London 227: 680–685. 

Li, X., Li, M., Zhang, T., McClements, D. J., Liu, X., Wu, X., & Liu, F. 2021. Enzymatic and nonenzymatic 

conjugates of lactoferrin and (−)-epigallocatechin gallate: Formation, structure, functionality, and 

allergenicity. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 69(22): 6291-6302. 

Liu, F., Sun, C., Yang, W., Yuan, F., & Gao. Y, 2015. Structural characterization and functional evaluation of 

lactoferrin–polyphenol conjugates formed by free-radical graft copolymerization. Rsc Advances, 5(20): 

15641-15651. 

Liu, J., Yong, H., Yao, X., Hu, H., Yun, D., & Xiao, L. 2019. Recent advances in phenolic–protein conjugates: 

Synthesis, characterization, biological activities and potential applications. RSC advances, 9(61): 35825-

35840. 

Luo, X., Lu, J., Wu, Y., Duan, W., An, F., Huang, Q., ... & Wei, S. 2022. Reducing the potential allergenicity 

of amandin through binding to (−)-epigallocatechin gallate. Food Chemistry: X, 16, 100482. 

Quan, T. H., Benjakul, S., Sae-leaw, T., Balange, A. K., & Maqsood, S. 2019. Protein–polyphenol conjugates: 

Antioxidant property, functionalities and their applications. Trends in Food Science & Technology, 91: 

507-517. 



 1404 ، 3شماره  35 دورههاي صنایع غذایي/ پژوهشو همکاران                                                                          یمهاجرخراسان      103

 

Rice-Evans, C. A., Miller, N. J., & Paganga, G. 1996. Structure-antioxidant activity relationships of flavonoids 

and phenolic acids. Free radical biology and medicine, 20(7): 933-956. 

Shi, J., Cui, Y. F., Zhou, G., Li, N., Sun, X., Wang, X., & Xu, N. 2022. Covalent interaction of soy protein 

isolate and chlorogenic acid: Effect on protein structure and functional properties. LWT, 170: 114081. 

Sha, L., Koosis, A. O., Wang, Q., True, A. D., & Xiong, Y. L. 2021. Interfacial dilatational and emulsifying 

properties of ultrasound-treated pea protein. Food Chemistry, 350: 129271. 

Sui, X., Zhang, T., & Jiang, L. 2021. Soy protein: Molecular structure revisited and recent advances in 

processing technologies. Annual Review of Food Science and Technology, 12(1): 119-147. 

Thongzai, H., Matan, N., Ganesan, P., & Aewsiri, T. 2022. Interfacial properties and antioxidant activity of 

whey protein-phenolic complexes: Effect of phenolic type and concentration. Applied Sciences, 12(6): 

2916. 

Wang, H., Yan, Y., Feng, X., Wu, Z., Guo, Y., Li, H., & Zhu, Q. 2020. Improved physicochemical stability of 

emulsions enriched in lutein by a combination of chlorogenic acid–whey protein isolate–dextran and 

vitamin E. Journal of Food Science, 85(10): 3323-3332. 

Yan, S., Wang, Q., Yu, J., Li, Y., & Qi, B. 2023. Ultrasound-assisted preparation of protein–polyphenol 

conjugates and their structural and functional characteristics. Ultrasonics Sonochemistry, 100: 106645. 

 


