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تأثير درجه استخراج آرد، ميزان آنزيم آسپارژيناز، دما و مدت زمان پخت بر 
 تشكيل آكريلاميد در نان سنگك

  4اصفهانيزهره حميدي  ،4محسن برزگر ،3فرزاد كبارفرد ،2حسين عزيزيمحمد ،1حبيب واحدي

  

  دانشگاه تربيت مدرسدانشكده كشاورزي، ، غذايي دانشجوي دكتراي تخصصي تكنولوژي مواد -1
  azizit_M@modares.ac.ir: الكترونيكيپست  .دانشيار گروه صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تربيت مدرس: نويسنده مسئول -2
  دانشيار گروه شيمي دارويي، دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي -3
  دانشيار گروه صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تربيت مدرس -4

  7/12/90: تاريخ پذيرش                                                                                                     8/9/90: تاريخ دريافت
 چكيده

در مواد غذايي غني از كربوهيدرات ماننـد نـان سـنگك تشـكيل      C120°زا است كه در دماي بالاتر از  اي سرطان آكريلاميد ماده :سابقه و هدف
آنزيم آسپارژيناز، دما، مدت زمان پخت اي اين نان، هدف اين پژوهش بررسي تأثير درجه استخراج آرد، ميزان  با توجه به اهميت تغذيه. شود مي

  .ها بر تشكيل آكريلاميد در نان سنگك بود و اثرات متقابل آن
آسپارژين آزاد، قندهاي گلـوكز، فروكتـوز، مـالتوز و    : ابتدا سازوكارهاي تأييد شده مؤثر بر تشكيل آكريلاميد تعيين شد؛ شامل :هامواد و روش

سپس تأثير درجه استخراج آرد، ميـزان آنـزيم   . درصد و دو نوع خمير تهيه شده از اين آردها 82و  93ساكارز در دو نوع آرد با درجه استخراج 
ميـزان آكريلاميـد بـا دسـتگاه     . هـا بـر تشـكيل آكريلاميـد در نـان سـنگك بررسـي شـد         و اثرات متقابـل آن  ا، مدت زمان پختآسپارژيناز، دم
LC/MS/MS 16ها با  تحليل داده. گيري شد اندازهSPSS ،15Minitab  و آزمون فاكتوريل انجام گرفت. 

بين ميانگين آكريلاميد تشـكيل شـدة ناشـي از اثـرات     . داري مشاهده شد معنيميانگين قندها بجز ساكارز در دو نوع آرد اختلاف  بين :هايافته
داري مشـاهده شـد    و اثرات متقابل عوامل دو، سه و چهارگانه اختلاف معنـي ) درجه استخراج آرد، آنزيم، دما و مدت زمان پخت(عوامل  اصلي 

)001/0< p(  . حاصل از اثرات متقابل عوامل چهارگانـه در دمـاي   تيماري  72حداكثر ميزان آكريلاميد تشكيل شده در تركيب°C352  مـدت ،
كيلوگرم، و حـداقل ميـزان تشـكيل آكريلاميـد در     /گرم ميلي 30/60به ميزان ) يمزبدون آن% (93دقيقه و آرد با درجه استخراج  10زمان پخت 

  .نان سنگك مشاهده شد /كيلوگرم/گرم ميلي 07/13 به ميزان) با آنزيم% (82دقيقه و آرد با درجه استخراج  5، مدت زمان پخت C241°دماي 
. گلوكز و فروكتوز عامل اصلي تشكيل آكريلاميد در نان سـنگك شـناخته شـدند   يم آسپارژيناز، زبا كاهش آسپارژين آزاد توسط آن :گيري نتيجه
ميـزان تشـكيل   . ان پخت رابطه مستقيم داشتاين ميزان با دما و مدت زم. تشكيل آكريلاميد با افزايش درجه استخراج آرد افزايش يافت ميزان

آموزش به نانوايان به منظور عدم برشته كردن نان تا حد زيادي منجر بـه  . ترين حد مشاهده شد حضور آنزيم آسپارژيناز در پايينآكريلاميد در 
  .سلامت نان سنگك خواهد شد

  LC/MS/MSآنزيم آسپارژيناز، نان سنگك، ،آسپارژين آزاد، آكريلاميد :واژگان كليدي

 مقدمه •
زا است كـه در بـدن    يك تركيب بالقوه سرطان آكريلاميد

. كند مي توليدنام گلاسيدآميد ه و متابوليتي ب شود مي تجزيه
هـا و   باعـث ايجـاد جهـش در ژن    DNAگلاسيدآميد با اثر بر 

مطالعات انجـام شـده در سـاير     .)1، 2(شود  بروز سرطان مي
هاي مستقل انجام شده حاكي از اين است  كشورها و پژوهش
هاي حاوي آكريلاميد و  داري بين مصرف غذا كه ارتباط معني

هــاي روده بــزرگ، مثانــه، پــانكراس، كليــه، دهــان،  ســرطان

حنجره، گلو، سينه، مري، تخمدان، پوست، ريه و ايجاد تومور 
   ).3-21(وجود دارد 

زمينـي   هاي غلات و سيب آكريلاميد در فراورده ،ولين بارا
هـا مشـخص شـد كـه      بعد از تأييد  اين يافتـه . شناسايي شد

هـاي غنـي از    وردهادر فر oC120آكريلاميد در دماي بالاتر از 
اولــين مطالعــه، ). 22، 23(شــود  كربوهيــدرات تشــكيل مــي

هاي حرارتـي بـالا از    سازوكار تشكيل آكريلاميد را طي فرايند
ميـزان  ). 24(طريق واكنش غيرآنزيمـي مـيلارد ارائـه كـرد      
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توليد آكريلاميد به دو عامل تركيـب مـواد غـذايي و شـرايط     
يلاميـد در محصـولات   ميـزان آكر  ).25( وري بستگي داردافر

 كيلـوگرم /ميكروگـرم  50000تـا   30 نانوايي در محدوده بين
و بسته به ميزان آغازگرها، دما، زمـان پخـت و سـامانه     است

نيز كيلوگرم و بالاتر /ميكروگرم 10000به انتقال حرارت تنور 
ها و كراكرهـا بـا توجـه بـه      آكريلاميد در بيسكوئيت. رسد مي

ولات و شرايط پخت بـا محـدوده   فرمولاسيون ويژه اين محص
بر اساس . دارد وجوددر دامنه وسيعي  C400- 180°دمايي  
هاي متعدد نان، كراكر، كلوچـه، بيسـكوئيت و غـلات     ارزيابي

صبحانه از منـابع عمـده رژيمـي دريافـت آكريلاميـد توسـط       
  ).  26( هستندانسان 

خطرآفرين است، هـيچ   اين ماده نيزهاي كم  غلظت چون
 كنـد، كـه از ايجـاد سـرطان جلـوگيري      بـراي آن  حد ايمني

سـازمان جهـاني بهداشـت متوسـط     ). 23(تعيين نشده است 
 دريافت مجاز آكريلاميد را از طريق مواد غذايي در سطح ملي

 ميكروگرم به ازاي هر كيلوگرم وزن بـدن در روز  3/0تا  2/0

هايي بـا درجـه    نان سنگك از آرد). 24، 27(اعلام كرده است 
شـود   تهيه مي) حاوي خاكستر و سبوس بيشتر(ج بالا استخرا

ترين عامل با  مرتبط(درجه استخراج آرد كه با مقدار خاكستر 
بـر ميـزان تشـكيل     ،شـود  نشـان داده مـي  ) آكريلاميـد  توليد

اي  طي مطالعـه ). 28، 29(آكريلاميد در نان اثر مستقيم دارد 
ــا خاكســتر    روي ويفــر مشــخص شــد هنگــامي كــه از آرد ب

درصد استفاده شود، مقدار تشكيل  55/0درصد به جاي 05/1
علت اين افـزايش را بـه    .يابد برابر افزايش مي 2آكريلاميد به 

ــا ءزيــادتر بــودن قنــد احيا كننــده و آســپارژين آزاد در آرد ب
ميزان تشكيل آكريلاميد در نـان  . اند خاكستر بالا نسبت داده

 يم داردسازهاي موجـود در آرد رابطـه مسـتق    با غلظت پيش

)28 ،26.( 
ابتلا به سرطان  خطرآكريلاميد  ميزانهر  با جا كه از آن 

انجام تحقيقات در جهت كاهش  لذا ،يابد  ميدر انسان افزايش 
بــا توجــه بــه فــراهم بــودن . بســيار مهــم اســت آندريافــت 

سازوكارهاي تشكيل آكريلاميد در نان سنگك و عـدم انجـام   
تحقيقات گسترده در كشور و اهميت غذايي اين نوع نـان در  
برنامه غذايي مردم ايران، مطالعه حاضر با هدف بررسي تـأثير  

بر ميزان تشكيل آكريلاميـد در نـان سـنگك و     عواملبرخي 
طيـف   -ري آكريلاميد با دستگاه كروماتوگرافي مايع گي اندازه

براي اولين بار در ايران،   (LC/MS/MS)سنجي جرمي متوالي
طراحـي و   87 - 90هاي  طي سال دانشگاه تربيت مدرسدر 

  .انجام شد
  

  ها مواد و روش •
جهت انجام اين تحقيق تجربي دو رقـم گنـدم از اسـتان    

مساوي ها به نسبت  از مخلوط كردن گندم. گلستان تهيه شد
درصد جهت تهيـه دو   82و  93دو نوع آرد با درجه استخراج 

آنزيم آسپارژيناز محصول شركت ميلبـو  . نوع خمير توليد شد
و  كارخانه نمك هديـه نمك طعام بدون يد محصول  ،)ايتاليا(

شركت ايـران  محصول  ساكارومايسس سرويزيهمخمر نانوايي 
آكريلاميد با خلوص بالاي  استاندارد). 30(تهيه شدند  ملاس

بـا  ) آكريلاميد -d3(درصد، استاندارد داخلي آكريلاميد  5/99
درصـد، اسـتونيتريل، اسـتاندارد قنـدها ،      98خلوص بيش از 
 3و حسـگر فلكسـي     L090 8168/Tm-925ترموكوپل مدل 

و ) تـايوان ( سـيگما آلـدريچ   هـاي  متري به ترتيـب از شـركت  
Merck )تهيه شدند )ايران( عتشركت سنجش صنو  )آلمان .

در اين تحقيق ابتدا ميزان اسـتفاده از آنـزيم آسـپارژيناز  بـر     
سـپس   .)30(كاهش آسپارژين آزاد در خمير نان بررسي شد 

در ) قبل از تخميـر (قندهاي گلوكز، فروكتوز، مالتوز و ساكارز 
 SPE)Solid دو نوع آرد توسط ستون اسـتخراج فـاز جامـد    

Phase Extraction(   ــا دســتگاه  HPLCاســتخراج شــد و  ب
نمونه از دو  48 تعداد :گيري شد شرح اندازه اين ، به) 32،31(

 چنـين  هـا در  هـر كـدام از نمونـه    .)25(نوع آرد  تهيـه شـد   
 30'+ آب مقطـر   cc 100+ گـرم آرد   5 :ي آماده شـد شرايط
+ اولتراسونيك در دماي محيط  20'+ استراحت  20'+ شيكر 

جـدا   cc50بالايي هر نمونـه   ةفاز صاف شد از. استراحت 20'
 تنظيمـات  ايـن  بـا  SPEاستخراج و تغليظ قندها توسط  .شد

، قطـر  mm250، طـول  cc 5 ، حجـم C18سـتون   :انجام شد
mm6/4  و ضخامت بسترmm4     5، ذرات پركننـده بـه قطـر 

 و پمــپ خــلأ) امريكــا، Watersمحصــول شــركت (ميكــرون 
بــا پيپــت  .)انآلمــ ،Rohsمحصــول شــركت  EP-40Vمــدل(

بــراي هــر نمونــه  وشــ وســت از هــر مرحلــه ش cc 2 پاســتور
آوري شد، و توسط صافي سـر سـرنگي بـا قطـر منافـذ       جمع

ميــزان قنــدها توســط دســتگاه  .ميكــرون صــاف شــد 45/0
HPLC ،) مــدلAgilent/2695/Series ، ايــن بــا )آمريكــا 

، )RI(آشكارسـاز ضـريب شكسـت     :گيري شد اندازه تنظيمات
، )آب دو بـار تقطيـر   %25+ اسـتونيتريل   %75(متحـرك  فاز 

متـر و ذرات   يليم mm6/4و قطر  mm250، طول C18  ستون
، ) Watersمحصـول شـركت  (ميكـرون   5پركننـده بـه قطـر    
 40دقيقـه، حجـم تزريـق    /ليتر ميلي 6/0سرعت فاز متحرك 

 .psi400 - 398، فشـار  C45°ميكروليتر، دماي فاز متحرك 
بـه ايـن    گيري  قندها هاي برازش روش اندازه استفاده از مدل
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= ppm 20- 4, LR =  5n=  ،9998/0فروكتـوز   :ترتيب بـود 
R2   27/586و  +x1/4518  =y  ساكارز ،ppm 40- 8, LR = 

 5n= ،9999/0 =R2   2/1942و  +x4/9165 = y  گلـــــوكز ،
ppm 20- 4, LR =  5n=  ،9999/0 =R2   2/776و - 

x3/4846 = y  مالتوز ،ppm 40- 8, LR =  5n= ،9999/0 =
R2   6/1945و  +x8/8293  =y )1شكل .(  

بيـانگر خطـي بـودن     R2 < 1 > 0نتايج حاصل در دامنـه  
ليتـر  در  گـرم  ميلـي  40 - 8و  20 - 4ها در محدوده  منحني

هاي كنترلـي از   بررسي صحت و دقت روش، نمونه جهت. بود
تزريـق يـك نمونـه     10ازاي هـر  بـه  (نوع قند ساخته شد  4

مطــابق  SPEپــس از طــي مراحــل اســتخراج بــا  و )كنترلــي
 ـ. ها به دستگاه تزريق شد ها و استاندارد  نمونه دسـت  ه نتايج ب

هـاي كنترلـي بيـانگر      هـاي نمونـه   آمده و نزديك بودن جواب
 %2كمتـر از   (RSD)انحراف استاندارد نسـبي   وصحت روش 

 SPEجهت تعيين كارآيي ستون . كننده دقت روش بود تأييد
از محلول زير كـارتريج برداشـته شـد و بـا عبـور       cc 2 مقدار

ميكروليتر  به دسـتگاه   40دادن از صافي سر سرنگي،  ميزان
 تا 6/97استخراج قندها را در دامنه  ،نتايج حاصل. تزريق شد

  . درصد از هر دو نوع آرد تأييد كرد 100
نمونـه   48ابتـدا  : )32( گيري قندها بعد از تخميـر  اندازه

انتخــاب شــد و توســط دســتگاه  خميــر بــه طــور تصــادفي
كمتـر از يـك بـار، دمـا      خـلأ (كن انجمادي در شرايط  خشك

°C40-  بـا آسـياب آرد    سپس. خشك شد) ساعت 12و زمان
منتقـل   cc 15 گرم از نمونه آرد شده به لوله فالكون 1 و شد
لولـه   درِ .افـزوده شـد   %60از محلول اتـانول  cc10به آن  .شد

بعـد از  . قـرار داده شـد   C100°در دمـاي   20'كاملا بسـته و  
. خنك شدن در دماي اتاق با كاغذ صافي واتمـن صـاف شـد   

، مقـادير قنـدها   SPEبعد از استخراج و تغليظ توسط سـتون  
  ). 2شكل(تعيين شد  HPLC/RIتوسط دستگاه 

 82 جبا درجه اسـتخرا  آرددو نوع  :تهيه خمير  نان سنگك
دو نـوع   .تهيـه شـد   )كيلـوگرم  100از هر كدام (درصد  93و 

خمير با آنزيم و بدون آنزيم بر اساس فرمولاسيون تهيـه نـان   
مخمـر   ؛گـرم آرد  100هر  يبر مبناي وزن آرد به ازاسنگك 

). 33(درصد تهيـه شـد    1و نمك درصد  85آب  ،درصد 5/0
قبـل از  در فـاز آبـي   كيلـوگرم  /گرم ميلي 500با غلظت  آنزيم

مقدار آرد،  .)30، 34( اضافه كردن مواد خشك كاملا حل شد
 110'و زمـان تخميـر    5 '، ثانويه10'هاي اختلا ط اوليه  زمان

  . براي تهيه هر دو نوع خمير ثابت نگه داشته شد

به اين  رديف 3عدد نان در  14در هر سري پخت  :پخت نان
بيشـترين  تـايي،   5رديـف اول   :داخل تنور قرار گرفت ترتيب

 C°و  C 352  ،°C 333°فاصله از مشعل و با دماهـاي پخـت   
 C°تايي و بـا دماهـاي پخـت     5رديف دوم وسط تنور،  ؛ 326
319 ،°C 314  و°C 309 ،رديف سوم مجاور مشعل حرارتي ،

اين . C 241°و  C 303  ،°C 290°تايي و با دماهاي پخت  4
 5 'هـاي  مطابق روش رايج نانوايي سـنگكي در زمـان   خميرها

ضــمن ثبــت درجــه ) برشــته شــدن(10'و ) پخــت معمــولي(
هاي   انتخاب نمونه. حرارت پخت توسط ترموكوپل پخته شدند

از هر سري (عدد نان  3كشي از هر رديف  نان به صورت قرعه
و در ) 24(نمونه نـان  انتخـاب    72و جمعاً ) عدد نان 9پخت 

ذرات  بـا آسـياب بـه    ها نان .خشك شد C 50°دماي كمتر از 
هـاي    نمونـه . خـرد شـدند  ) 35(ميكـرون   1000تر از  كوچك

گرم  150آزمايشگاهي با استفاده از فرايند ربع كردن، به وزن 
گـراد تـا    تهيه شدند، و در دماي كمتر از صفر درجـه سـانتي  

انجـام مراحـل   . زمان اسـتخراج آكريلاميـد نگهـداري شـدند    
گـروه  در  گيـري آكريلاميـد   تكوين و معتبرسازي روش اندازه

شيمي دارويي دانشـكده داروسـازي دانشـگاه علـوم پزشـكي      
تعيـين ميـزان آكريلاميـد از     بـراي  .انجام شـد  شهيد بهشتي

بـه منظـور   )  آكريلاميـد   – d3(استاندارد داخلـي آكريلاميـد   
حذف خطاهاي حاصل از استخراج، حجم تزريق و فرونشـاني  

تاندارد هـاي اس ـ  محلول. استفاده شد (ionsuppression)يون 
در آب مقطـر  ) آكريلاميـد  – d3هاي مادر آكريلاميد و  محلول(

 رجهـت معتب ـ . ليتر تهيه شـد  ميلي/ميكروگرم 200با غلظت 
 5هاي  هاي استاندارد آكريلاميد با غلظت سازي روش، محلول

ــانوگرم در  1600و  800،  400،  200،  100،  50،  10،  نـ
 ـ .ليتر تهيـه شـد   هر ميلي هـاي   محلـول  همـه طـوري كـه   ه ب

ــاوي  ــتاندارد ح ــرم  250اس ــر  – d3ميكروگ ــد در ه آكريلامي
پـس از تزريـق   . بودنـد ليتر به عنوان اسـتاندارد داخلـي    ميلي
هاي استاندارد به دستگاه و محاسبه نسـبت سـطح زيـر     نمونه

 – d3منحني پيك آكريلاميـد بـه سـطح زيـر منحنـي پيـك       

صل بيانگر نتايج حا. آكريلاميد منحني كاليبراسيون رسم شد
 1600تـا   5 هـاي  خطي بـودن منحنـي در محـدوده غلظـت    

 ppb: (مدل برازش روش عبارت بود از .ليتر بود ميلي/ نانوگرم
  . x0001/0  =y+  0007/0و  R2= 9999/0و ) 5 –1600

 3جهت بررسي دقـت و صـحت روش در طـول يـك روز     
ليتر آكريلاميـد   نانوگرم در هر ميلي 1200و  500،  5غلظت 

هاي مختلـف   بار در زمان 5هر غلظت . در آب مقطر تهيه شد
دقت روش به صورت . در طول يك روز به دستگاه تزريق شد
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صحت به صورت درصد غلظت  و (RSD)انحراف معيار نسبي 
بر اين اساس، . گيري شده به غلظت واقعي محاسبه شد اندازه

بــين روزي درصــد، دقــت  75/5تــا  68/2دقــت درون روزي 
درصـد   98 تـا  5/101درصد و صحت معـادل   27/6 تا 08/3

 LOQ  Limit ofگيـري  كمترين حد قابل اندازه. محاسبه شد

Quantification)( 5 ــانو ــرم نـ ــي/گـ ــرين ميلـ ــر و كمتـ   ليتـ
 LOD Limit of Detection)( 5/1حــــد آشكارســــازي 

  . ليتر بود ميلي/نانوگرم
گرم از  هر نمونه  نان بعـد   ميلي 100: استخراج آكريلاميد

ــا   ــردن، ب ــن ك ــي   250از همگ ــتاندارد داخل ــر اس ميكروليت
بـه داخـل    وآب مقطر ديونيزه شده مخلوط  cc5آكريلاميد و 
سوسپانسيون تشكيل شده در . منتقل شد cc15لوله فالكون 

تحت لرزش مغناطيسي ورتكـس شـد و بـا     2'دماي معمولي 
توسـط  . سـانتريفوژ شـد   10'بـه مـدت    5500(rpm)سرعت 
از فاز صاف شده بالايي برداشته شد، بـا عبـور از    cc2سمپلر 

صافي سر سرنگي به ظرف مخصـوص منتقـل شـد و ميـزان     

طيف سـنجي   -كروماتوگرافي مايع  آكريلاميد توسط دستگاه
 LC/MS/MS (Liquid chromatographyجرمــي متــوالي 

tandem mass spectrometry) دل مــAgilent/4610/USA 
آمـده اسـت و بـا     1با تنظيمـاتي كـه در جـدول     ،)36، 37(

ــت     ــد مثب ــه در م ــنش چندگان ــت واك ــتفاده از روش ثب اس
  .گيري شد اندازه

 MRMمحاســبه ميــزان آكريلاميــد بــا اســتفاده از روش 
(Multiple Reaction Monitoring)   اي و الگـوي تجزيـهm/z 

 [m/z 75 > 58 ارد داخلـي  و اسـتاند  ])آكريلاميد(  [55 < 72
)- d3 از تقسـيم نسـبت سـطح زيـر     . انجـام شـد   ])آكريلاميـد

آكريلاميد نمونه به سطح زير منحني اسـتاندارد  پيك منحني 
داخلي آكريلاميد، مقدار آكريلاميد در هر نمونه نان محاسـبه  

و   16SPSS  ،15Minitabافزارهـاي   بـا نـرم   تحليل نتـايج . شد
  .گرفتل انجام يآزمون فاكتور

 

 
  طيف سنجي جرمي متوالي - تنظيمات دستگاه كروماتوگرافي مايع .  1جدول 

 معكوس: حلال ثابت، فاز: روش كار
5/2pH=دقيقه 5/6 - 7: ، زمان بازداري  

  ) (MRM هاي مثبت  الكترواسپري در حالت پايش يون: سامانه
  دقيقه/ليتر 6: سرعت گاز خشك كننده

  psi50: كننده در پاشنده فشار اسپري
  ولت 5: ولت، ولتاژ تصادم 2500: ولتاژ كاپيلر

  دقيقه/ ميلي ليتر 5/0: سرعت فاز متحرك
  استونيتريل % 3+ آب  % 97: فاز متحرك
   C30°: دماي ستون

  ولت 80: ولتاژ جزء به جزء سازي

   C 100° :تجزيه گرها درجه حرارت  چهار قطبي سه گانه: گر جرميتجزيه
 پلاير الكترون مولتي: آشكار ساز

   C 300°: كننده درجه حرارت گاز خشك
ــتون ــده   C18،Zorbax: (س ــر ذرات پركنن ــول  5، قط ــر، ط  ميكرومت

mm150و قطر داخلي mm 6/4(  
  مس هانتر: كنندهنرم افزار كنترل  ميكروليتر 30: حجم تزريق

  
 
  هايافته •

و بعد از ) 1شكل (گيري قندها قبل از تخمير  نتايج اندازه
نتـايج اثـرات دمـا،     .نشان داده شـده اسـت  ) 2شكل (ير متخ

درجه استخراج آرد، زمان پخت و آنزيم آسپارژيناز بر تشكيل 
  .نشان داده شده است 4 و 3 هاي شكلآكريلاميد در 

 بــين ،شــود مشــاهده مــي 2همــان طــور كــه در جــدول 
حاصل از اثـرات عوامـل    ةهاي آكريلاميد تشكيل شد ميانگين

چهارگانـه   و اصلي و اثرات متقابل عوامـل دوگانـه، سـه گانـه    
زماني كه اثرات متقابل عوامل . داري وجود دارد اختلاف معني

شود، هر چهار حالت بايد در مدل نگـه   دار مي چهارگانه معني

نكته قابل توجه ايـن  . دار نباشند حتي اگر معني ؛شوند داشته 
تيماري بـر روي يـك شـكل     72است كه نشان دادن تركيب 

 72دو حاصـل از ايـن    هـاي دو بـه   ولي مقايسه. نيستمسير 
 مشخص كـرد  كـه  ) مقايسه دو به دو 2556(تركيب تيماري 

داري  اخـتلاف معنـي   يكـديگر اين تركيبات تيمـاري بـا    همه
  .دارند

ــكل  ــزان     5ش ــداقل مي ــداكثر  و ح ــكيل ح ــانگر تش بي
تيمـاري حاصـل از اثـرات متقابـل      72آكريلاميد در تركيـب  

  .تاسعوامل چهارگانه در هر كيلوگرم نان سنگك 
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  نمايش قندها، قبل از تخمير نمودار.  1شكل 

  ها است  دار بين ميانگين حروف مشابه بيانگر  عدم اختلاف معني
 

 
  نمايش ميزان قندها بعد از تخمير نمودار.  2شكل 

  ها است دار بين ميانگين حروف مختلف بيانگر اختلاف معني 

  
   زان تشكيل آكريلاميد در نان سنگكنمايش تأثير دماي پخت بر مي نمودار. 3شكل 

  ها است دار بين ميانگين حروف مختلف بيانگر اختلاف معني
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  بر تشكيل آكريلاميد در نان سنگك نمايش تأثير آنزيم آسپارژيناز، زمان پخت و درجه استخراج آردنمودار . 4شكل 

  ها است دار بين ميانگين حروف مختلف بيانگر اختلاف معني 

  
  نمايش تأثير اثرات متقابل عوامل چهارگانه بر ميزان ساخت آكريلاميد در نان سنگك نمودار. 5شكل 

  ها است دار بين ميانگين حروف مختلف بيانگر اختلاف معني 
  

  ها تحليل واريانس آكريلاميد با استفاده از مجموع مربعات تصحيح شده براي آزمون . 2جدول 

p-Value F  
ميانگين مربعات 
  تصحيح شده

 مجموع مربعات
  تصحيح شده

مجموع
   منبع تغييرات  درجه آزادي  مربعات

  اثرات
  (A)دما 8 57/748 57/748  57/93  17/935708  000/0

 
 اصلي

 (B)درجه استخراج 1 89/16167 89/16167 89/16167  161678900  000/0
 (C)آنزيم 1 10/6718 10/6718 10/6718  17/67180988  000/0
 (D)زمان پخت 1 52/1807 52/1807 52/1807  67/8075232  000/0
000/0  44/231182  12/23  95/184 95/184 8 A.B  

  متقابل
  گانه دو

000/0  92/16448  64/1  16/13 16/13 8 A.C  
000/0  85/20194  02/2  16/16 16/16 8 A.D 
000/0  17/22446004  60/2244 60/2244 60/2244 1 B.C 
000/0  67/3662890  29/366 29/366 29/366 1 B.D 
000/0  17/2128  21/0  21/0 21/0 1 C.D  
000/0  23/135306  53/13  24/108 24/108 8 A.B.C 

  متقابل
 گانه سه

000/0  17/124680  47/12  74/99 74/99 8 A.B.D 
000/0  85/17585  76/1  07/14 07/14 8 A.C.D  
000/0  17/1004504  45/100 45/100 45/100 1 B.C.D  

000/0  29/49191  92/4  35/39  35/39  8  A.B.C.D   
 متقابل

 گانه رچها 
   خطا 144 01/0 01/0  000/0   
   كل 215 32/28629     
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  بحث •
بيانگر تأثير درجـه اسـتخراج آرد بـر     ،اولين يافته تحقيق

به طوري كه تغيير درجـه اسـتخراج آرد از    .ميزان قندهاست
درصـد، مـالتوز    10/5درصد باعث افزايش سـاكارز  93به  82
 07/347درصـد و فروكتـوز    89/343درصد، گلوكز  43/127

بـر  ) Claus )28 ،26اين نتيجه با نتـايج مطالعـه   . درصد شد
بـا افـزايش درجـه اسـتخراج آرد،      مطابقت دارد كهروي ويفر 

  . يافتميزان تشكيل آكريلاميد افزايش 
مشـخص شـدن    ،دومين يافته قابل توجه در اين پژوهش

سـاخت آكريلاميـد در حضـور     دركننـده  ءنقش قندهاي احيا
مطالعـات  ( بودمقدار بسيار كم آسپارژين آزاد در نان سنگك 

كننـده تشـكيل    محدود عاملقبلي آسپارژين آزاد را به عنوان 
در ). بودنــد هــاي غــلات اعــلام كــرده آكريلاميــد در فــراورده

ــزيم   ،تحقيــق حاضــر ــا توســط آن آســپارژين آزاد در خميره
ر پايين و بي اثر بر توليد آكريلاميد آسپارژيناز به مقادير بسيا

اما با كمال تعجب آكريلاميـد سـاخته   ) 30(كاهش داده شد 
با ساخته شدن آكريلاميد در حضور مقدار بسـيار نـاچيز   . شد

ــدهاي احيا   ــش قن ــپارژين آزاد، نق ــده ءآس ــكيل  دركنن تش
 ايـن موضـوع نشـان داد كـه     .آكريلاميد در نان پر رنگ شـد 

تـرين عامـل در    كيل آكريلاميـد مهـم  قندها از نقطه نظر تش ـ
ايـن نقـش ويـژه قنـدها در     . هسـتند توليد ميزان آكريلاميد 

درصد  71/68درصد كه حاوي 93خميرهاي تهيه شده از آرد 
 ،درصد بود 82 گلوكز بيشتر نسبت به خمير تهيه شده از آرد

درصـد،   93به  82با افزايش درجه استخراج از . مشخص شد
ــان ميــانگين آكريلاميــد تشــ درصــد  33/50كيل شــده در ن

ــا نتــايج حاصــل از مطالعــات  . افــزايش يافــت ايــن نتيجــه ب
Yaylayen )38 ( كننـده   عامل مهم و تعيـين مطابقت دارد كه

هماننـد  (ساخت آكريلاميد در حضور مقـدار كـم آسـپارژين    
، و بـا هـر مقـدار آسـپارژين در     اسـت ، گلـوكز  )تحقيق حاضر

 .دار بالا ساخته خواهد شـد حضور قند گلوكز، آكريلاميد با مق
 همخواني ندارد كه) Springer )29  نتايج تحقيق برخياما با 

عامــل كليــدي بــراي تشــكيل را بــه عنــوان آســپارژين آزاد 
نقـش قنـدها را در    وي. معرفي كرده اسـت آكريلاميد در نان 

حضور مقـدار كـم آسـپارژين، شـرايط پخـت و تـأثير درجـه        
ولي با نتايج  .نكرديد بررسي استخراج را روي تشكيل آكريلام

 اتنتايج مطالع ـ برخيو ) 26، 28(روي ويفر  Clausمطالعات 
Springer )29 ( وClaus )28 ( با كهروي آرد چاودار و گندم 

 ،يافـت ميزان خاكسـتر آرد افـزايش    ،افزايش درجه استخراج
انجام شده توسـط   هاي به علاوه، با نتايج بررسي .همسو است

افزايش درجـه   كه مبني بر اين) 30(حاضر ن پژوهش امحقق
استخراج آرد باعـث افـزايش ميـزان خاكسـتر آرد و متعاقبـا      

  Hansenهـاي  تحقيـق  وشود كننده ميءهاي احيا افزايش قند
ترين عامـل   كه ميزان خاكستر آرد، مرتبط مبني بر اين) 39(

كليــدي اســت كــه مســتقيما ســاخت آكريلاميــد را در      
  .استدهند، همسو  حت تأثير قرار ميهاي نانوايي ت فراورده

بـا   .بـود تأثير دما بـر تشـكيل آكريلاميـد     ،سومين يافته 
 C 352°، بـه  )كمترين دمـاي پخـت  ( C 241°افزايش دما از 

ميانگين تشكيل آكريلاميد به ميـزان  ) بيشترين دماي پخت(
تحقيق مشـابهي بـراي مقايسـه    (درصد افزايش يافت  35/14

  ). يافت نشد
بيانگر تأثير مدت زمان پخت بر تشـكيل   ،يافتهچهارمين 

ميـانگين   10'به  5'، با افزايش زمان پخت از استآكريلاميد 
درصـد افـزايش يافـت     40/14تشكيل آكريلاميد بـه ميـزان   

  ). تحقيق مشابهي جهت مقايسه يافت نشد(
اسـتفاده از آنـزيم آسـپارژيناز بـه      ،پنجمين يافته تحقيق

باعث شـد تـا ميـانگين    ) 30(گرم كيلو/گرم ميلي 500ميزان 
درصـد   96/22تشكيل آكريلاميد در نان سـنگك بـه ميـزان    

) Claus )26هـاي   پـژوهش اين نتيجه بـا نتـايج   . كاهش يابد
باعث كاهش توليد  تواند ميكه آنزيم آسپارژيناز  مبني بر اين

هـاي غـلات بـدون     درصـد در فـرآورده   70آكريلاميد تا سطح
و بـا نتـايج تحقيقـات     شـود  لتأثير بر رنـگ و طعـم محصـو   

Edeardo )24 ( درصـدي آكريلاميـد در    88مبني بر كاهش
بدون تأثير بر تشديد توليـد هيدروكسـي متيـل    (نان چاودار 

 اتو با نتايج مطالع) فورفورال و فرايند فعاليت آنتي اكسيداني
Haune )40 (درصدي آكريلاميـد   90تا  34 مبني بر كاهش

رين، نـان زنجبيلـي و نـان تـرد     هاي نيمـه شـي   يتيدر بيسكو
دهي آنـزيم آسـپارژيناز    هاي ناشي از باز تفاوت. ي دارديهمسو

انجام شده در  هاي پژوهش .گردد مي به نوع سامانه تهيه نان بر
جهان مبتني بر استفاده از آنزيم آسپارژيناز در جهت كـاهش  

هاي  هاي غلات بجز در مورد بيسكوئيت آكريلاميد در فرآورده
هاي مدل و شرايط ازمايشـگاهي و بـا    يرين در سامانهنيمه ش

مداخله انجام شده است، اما تحقيق حاضر در مقياس صنعتي 
 .وري نانوايي سنگكي انجام شـد اگونه مداخله در فن بدون هيچ

 ـ    مسلماً ه شرايط مطلوب آزمايشـگاهي در مقيـاس صـنعتي ب
  . شود ندرت محقق مي

حضـور آنـزيم   بـا  ششمين يافتـه بيـانگر ايـن اسـت كـه      
هـر چنـد    ؛يابد آسپارژيناز، ميزان توليد آكريلاميد كاهش مي
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كه درجه استخراج، مدت زمـان پخـت و دمـا نيـز تأثيرگـذار      
با كاهش درجه استخراج، دما و مدت زمان پخت ميزان  .است

تحقيقـي جهـت   (يابد  آكريلاميد توليد شده بيشتر كاهش مي
اد كـه بـا افـزايش    نتايج مطالعه نشـان د  ).مقايسه يافت نشد

درجه استخراج آرد، دما، زمان پخت و افزايش فاصـله نـان از   
مشعل ميـزان تشـكيل آكريلاميـد در نـان سـنگك افـزايش       

با . اين ميزان با دما و زمان پخت رابطه مستقيم دارد. يابد مي
قنـدها مهمتـرين عامـل    كاهش آسپارژين آزاد توسط آنـزيم،  

حـداكثر ميـزان   . ندتشكيل آكريلاميد در نـان سـنگك هسـت   
تيمـاري حاصـل از    72آكريلاميد تشـكيل شـده در تركيـب    

، مدت زمـان  oC352 اثرات متقابل عوامل چهارگانه در دماي
به ) يمزبدون آن(درصد  93راج خو آرد با درجه است 10'پخت 
كيلـوگرم و حـداقل ميـزان تشـكيل     /گرم ميلي 30/60ميزان 

و آرد بـا   5'ت ، مدت زمـان پخ ـ oC 241آكريلاميد در دماي 
ــا آنــزيم(درصــد  82درجــه اســتخراج   07/13بــه ميــزان ) ب

نتايج با توجه به . نان سنگك مشاهده شد/ كيلوگرم/گرم ميلي

رسـد   به نظر مـي هاي مفيد حاصل از آنزيم آسپارژيناز  و يافته
 كننـده،  هاي احياء استفاده از آنزيم آسپارژيناز، كاهش قند كه

تواند در كـاهش سـاخت    ان ميكردن نندماي پايين و برشته 
از . ثر باشـد ؤآكريلاميد و بهبود سلامت نان سنگك بسـيار م ـ 

هزينه بـالا و كـم    ،گيري آكريلاميد اندازه هاي مهمِ محدوديت
ــتگاه  ــودن دس ــران و دسترســي  LC/MS/MSب بســيار در اي
  .اين وسيله است محدود محققان
  سپاسگزاري

مقاله حاصل رساله دكتراي تخصصي تكنولوژي مواد  اين 
شـوراي پژوهشـي دانشـگاه    كـه بـه تصـويب     باشد مي غذايي 

. ثبت شده اسـت  4002/82رسيده و به شماره  تربيت مدرس
دانشـگاه  دولتي و غير دولتـي و   هاي سازمان، استاداناز كليه 

هـا تشـكر    مين بخشـي از هزينـه  أبـه خـاطر ت ـ   تربيت مدرس
  .شود مي
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Background and Objective: Acrylamide is a carcinogen element which is formed at temperatures higher 
than 120°C in the foods rich in carbohydrates, such as Sangak bread. 

Materials and Methods:  At first, a series of confirmed mechanisms effective on the formation of 
acrylamide was determined: Free asparagine, glucose, fructose, maltose, and sucrose sugars in two kinds 
of dough made from two kinds of flour with the extraction rate of %82 and %93. Then, the effect of flour 
extration rate, enzyme asparaginase, temperature and time needed for baking, and interactions of effectual 
factors was studied on the formation of acrylamide in Sangak bread. The amount of acrylamide was 
determined by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). The data analysis was 
performed using Spss16, Minitab15, and Factorial test. 

Results: A significant differenc was seen between average sugars other than sucrose in the two kinds of 
flour. Also, average acrylamid formed by principal factors affecting (flour extration rate, asparaginase 
enzyme, baking time and temperature) and reciprocal impact of the 2, 3, 4 factors showed a significant 
difference (p< 0/001). The maximum of acrylamide formation from 72 treatments caused by the reciprocal 
impacts of the four factors was seen at the temperature of 352oC, baking time of 10 minutes, and flour 
with 93% extraction rate (without enzyme) of 60/30 ( mg/kg) and the minimum of acrylamide formation 
was observed at the temperature of 241oC, baking time of 5 minutes and the flour with 82% extraction rate 
(with enzyme) of 13/07 mg/kg Sangak bread. 

Conclusion: The decrease of free asparagine by asparaginase enzyme indicated that glucose and fructose 
were the major sources of acrylamide formation in Sangak bread. The rate of acrylamide formation 
increased with the increase in flour extraction rate. This rate has direct relationship with baking time and 
temperature. Acrylamide formation can be minimized in the presence of asparaginase enzyme. Training 
the bakers not to toast the bread will result in the production of healthy Sangak bread  

Keywords: Free asparagine, Acrylamide, Enzyme asparaginase, Sangak bread, LC/MS/MS 
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