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ات  براي مشاهد نانآمیزي خمیرسازي و رنگبهینه کردن روش آماده
  نسفلورساپی نوري میکروسکوپ

  

  3، محمدرضا دادپور* 2 ، سیدهادي پیغمبردوست1وهکیکمعصومه دو
  

  مقطع کارشناسی ارشد گروه علوم و صنایع غذایی دانشکده کشاورزي دانشگاه تبریزدانش آموخته  -1
  زی دانشگاه تبر،ي دانشکده کشاورز،یی غذاعیه علوم و صناعضو هیأت علمی گرو -2

  علوم باغبانی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه تبریزعضو هیأت علمی گروه  -3
  

  چکیده
روتکـل  در این مطالعه پ. خمیر و محصول نهایی آن می باشدخصوصیات یندهاي مختلف روي    آثر براي درك اثر فر    ؤ مفید و م   ي ابزار ساختار خمیر  ریزمطالعه  

براي . قرار گرفتبررسی مورد  )EFLM (فلورسنس نوري اپی میکروسکوپبا ها  براي مشاهده ریز ساختار آننمونه هاي خمیرآمیزي سازي و رنگنحوه آماده
دست آمده هنتایج ب. ندقرار گرفتمورد بررسی   نوع رنگ، نوع حلال، غلظت رنگ، مدت زمان لازم براي انتشار رنگ در نمونه و نوع فیلترمانند یعوامل این منظور

 متواکسی اتانول، بهترین -2  حلالدر) حجمی -وزنی(  درصدB 1/0 دامینور  و درصد1  سدیمفلورسئینمخلوط هاي خمیر با آمیزي نمونهنشان دادند که رنگ
گر تفکیک یداز همبا وضوح بالا  B رودامین رنگدانه  باینز پروتئیفا فلورسئین ورنگدانه نشاسته با هاي گرانولآمیزي، در این شیوه رنگ. ارائه می کند نتایج را   

هاي خمیـر بعـد از   استراحت نمونهزمان . صورت همزمان فراهم می سازدکار رفته امکان مشاهده هر دو جزء نشاسته و گلوتن را به  هآمیزي ب شیوه رنگ و  گشته  
  بـا ر رابطـه د. نتایج را ارائـه داد بهترین  ، دقیقه60طوریکه زمان حداقل به  ،ثیر گذار بودیر تأوپی نیز روي کیفیت تصاو   رنگ آمیزي و قبل از مشاهده میکروسک      

تر تشخیص داده   نانومتر، از دیگر فیلترها مناسب420طیف نوري  مربوط به MWBV2 فیلتر فلورسنس، اپیبراي میکروسکوپاستفاده فیلترهاي گوناگون مورد 
 .بهبود یافتمیکروسکپی  کیفیت تصاویر، بدست آمدهاولیه  در تصاویر تصحیح عمق میدان و دیجیتالپردازش تصاویر تصاصی هاي اخبا بهره گیري از روش. شد

 و تغییرات به عمل آمـده روي شـبکه گلـوتنی آن در سـه زمـان      ساختار خمیر ریز، EFLMبراي مشاهدات مناسب و روش در نهایت با شکل گیري پروتکل      
نـشان دادنـد کـه تکنیـک     هاي مختلـف  روي خمیرهاي مخلوط شده در زمان نتایج کلی .مورد بررسی قرار گرفت    و بیش از حد      وبمطلمخلوط کردن کوتاه،    

EFLMارائه می نماید کونفوکال لیزري  تصاویري با کیفیت مطلوب و قابل مقایسه با روش میکروسکوپ.  
  

  )EFLM (فلورسنساپی وري نوپمیکروسکآمیزي، رنگآرد، خمیر، ریز ساختار،  : واژگانکلید
  

   مقدمه-1
   انرژي اعمال    آرد، ذرات   هیدراسیون   ،ر خمی اجزاي                    اعمال با  و آرد  و  آب   کردن مخلوط ن با ترکیب وخمیر نا

  )هوادهی(هاي هوا به خمیر حباب  وارد کردن  مکانیکی و                   می شود  انرژي یا کار مکانیکی طی مرحله مخلوط کردن تهیه 
   گلوتنی  شبکه  خمیر     این    در     .دنباشمی  مستتر                     در  . دارد  نان کیفیت   در   مهمی  نقش    مرحله    این که

 تشکیل    گاز    نگهداري    قابلیت   با  الاستیک ویسکو                   دن کر   پراکنده  و  توزیع   عملیات   خمیر   کردن  مخلوط

                                                
  peighambardoust@tabrizu.ac.ir :مسئول مکاتبات*
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-اي کیفیت نان را تعیین می   که تشکیل چنین شبکه    ]2،1[ گرددمی  

براي مطالعه اثـرات فرآینـد      بنابراین بررسی ریز ساختار خمیر       کند،
   .ابزاري مفید خواهد بود

گندم بـا   آرد   شبکه گلوتن در خمیر    روي ساختار  ربیشتر مطالعات ب  
 1الکترونـی روبنـده   میکروسـکوپ     نـوري،  پاستفاده از میکروسکو  

)SEM(،  ــده محیطــیمیکروســکپ الکترونــی  و ESEM) (2روبن
 انجـام گرفتـه   CSLM) (3کونفوکـال لیـزري   میکروسکوپ روبنده   

مراحل می دهد که     موجود نشان     منابع بررسی .]11-7،  6-3[ت  اس
مراحل به  و  بوده    دشوار SEM آماده سازي نمونه در میکروسکوپ    

ارائـه  و  پاشش طلا ولایـه گـذاري نیازمنـد اسـت           بر  مانمتعدد و ز  
 ـ   ،)مونوکروم( تصاویر سیاه وسفید   هـاي نـشاسته و     ولتفکیـک گران

 سازد اندازه آنها امکان پذیر می     را فقط از طریق    از یکدیگر  پروتئین
ــر آن . ]13، 12[ ــلاوه ب ــر ع ــلادر اث ــود درءخ ــالاي موج ــن  ب  ای

لوتن دچار آبگیري شدید    هاي مرطوب مانند گ    نمونه ،میکروسکوپ
. باشـد شده و تصویر برداري از آنها بدون تیمار قبلی امکانپذیر نمی         

راه حل معمول براي رفع این مشکل خـشک کـردن نمونـه قبـل از       
انجـام  تصویر برداري است که با استفاده از خشک کردن انجمـادي     

براي اصـلاح ایـن   . می پذیرد تا حداقل آسیب به بافت نمونه برسد        
کـه بـه جـاي    می شـود  استفاده  ESEMمیکروسکوپ یت از  وضع
  .]3[ به فشار گاز نیاز دارند ، بالا در محیط اطراف نمونهءخلا

یک میکروسکوپ با فشار متغیر اسـت کـه          ESEMمیکروسکوپ  
هاي بدون پوشش، مرطوب، خـشک و روغنـی را در        مشاهده نمونه 

سـازد  پـذیر مـی   امکان   4 تور 20 الی   1 به میزان    ءاي از خلا  محدوده
هـاي  ها علاوه بر اسـتفاده از پمـپ       اما این نوع میکروسکوپ   . ]14[

ویژه براي تنظیم فشار به دتکتورهاي پیشرفته مانند دتکتور الکترونی 
- که کاربرد آنها را به دلیل پیچیدگی]3[محیطی یا گازي نیاز دارند   

علاوه بـر مـوارد     . سازدهاي گزاف محدود می   هاي موجود و هزینه   
علیـرغم قابلیـت     SEMو   ESEMهـاي   ذکر شده میکروسـکوپ   

تفکیک بالا به دلیل حضور محیط گازي داخل محفظه نمونـه داراي   
در این نوع  . ]15[باشند  تصاویري فاقد فوکوس واضح و روشن می      

ها احتمال حضور خطاهاي تصویري وجـود دارد کـه          میکروسکوپ
ص این کـه یـک   و تشخیآمده  در حین آماده سازي نمونه به وجود        

باشد را با مشکل همراه می عکس ویژه یک عکس صحیح از هدف  
  . ]11[سازند می

                                                
1. Scanning Electron Microscope 
2. Environmental Scanning Electron Microscope 
3. Confocal Scanning Laser Microscope 
4. Torr 

به طور  . داراي مزایاي متعددي هستند    CSLM  هاي میکروسکوپ
امکـان  بافـت آنهـا   آسیب به  بدون  هاریزساختار نمونه مطالعه  مثال  
قادر بـه اسـکن کـردن و تـصویر          ها  این میکروسکوپ و  بوده  پذیر  

. ]16، 8[باشند می میکرومتر30-10با ضخامت هاي از نمونهبرداري 
هـا امکـان رنـگ آمیـزي همزمـان         همچنین در ایـن میکروسـکوپ     

هـاي متمـایز،    ترکیبات مختلف نمونه وجود دارد که با ایجاد رنـگ         
 نیز یمحدودیت هایاما . سازدتفکیک آنها را به سادگی امکانپذیر می

امکـان  عنوان مثال  به .وجود داردها استفاده از این میکروسکوپ   در  
 زدودن آنهـا  که  وجود داردحباب دار شدن نمونه ها تحت نور لیزر    

 ـ   . در حین مطالعه امري دشوار است      علـت  ه  در این میکروسکوپ ب
اي نور لیزر، فلورسنس زدایی نمونه و سـفید شـدن آن            تمرکز نقطه 

 بــالا در 5روبــشهــم چنــین زمــان . امــري اجتنــاب ناپــذیر اســت
هاي کونفوکال منجر به عدم برداشت میدان دید وسیع        روسکوپمیک
و از همـه مهمتـر       ،با توجه به مطالب ذکر شده     . ]13،  12[ گرددمی

 اسـتفاده از  ،هاي دستگاهی روشهاي فوقیچیدگیهاي بالا و پ   هزینه
   .نمایدمی در بررسی ریزساختار خمیر، محدود را آنها

در این مطالعه ارائـه گردیـده      در روش جایگزین که براي اولین بار        
 براي مطالعه )EFLM (6نسفلورساپی  است از میکروسکوپ نوري     

قیمـت تمـام    (هزینه اولیه    .ریز ساختار خمیر استفاده گردیده است     
این میکروسکوپ بسیار پائین تر از انواع فوق الذکر بـوده  و             ) شده

 فلورسـنس میکروسـکوپ اپـی    در. اه دارد رمزایاي چندي نیز به هم    
 نمـشکل سـفید شـد      علاوه بر امکان پذیر بودن میدان دید وسـیع،        

ــی   ــنس زدای ــی از فلورس ــدارد ناش ــود ن ــین. وج ــن   در همچن ای
زمـان تـصویربرداري     ،اسـکنینگ  انجـام    میکروسکوپ به دلیل عدم   

متفـاوت بـودن   بـه علـت    .می گـردد نورپردازي یکنواخت   کوتاه و 
ــشرطیــف ــه شــدن مولکولهــاي مختلــف و هــاي ن ایــن  ،برانگیخت

داراي حـساسیت    و کردهبه صورت اختصاصی عمل     میکروسکوپ  
 فقـط بـا تعـداد کمـی از          ،آشـکار سـازي   ریکه  وبط دباشمیزیادي  

   .]12[ مولکولهاي فلورسنت قابل انجام است
 هـاي  ریزسـاختار خمیـر  ويعمل آمـده ر  تغییرات به  مطالعهدر این   

 9بیش از حد  و8بهینه ،7مخلوط کردن کوتاهمخلوط شده در زمانهاي 

فلورسنس مـورد مطالعـه قـرار     اپی نوريبا استفاده از میکروسکوپ 
-پـروتئین بـه   رنگ آمیـزي  نـشاسته و   ،به کمک این روش  .فتگر

سـادگی  قابلیت تفکیک آنها بـه     صورت غیر کووالانت انجام شده و     

                                                
5. Scanning  
6. Epi Fluorescence Light Microscope (EFLM) 
7. Under mixed 
8. Optimally mixed 
9. Over mixed 
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 ـ ساختار خمزیمطالعه ر .گرددامکان پذیر می      براسـاس مـشاهده   ری
 ـ رنگ آم قیو فاز نشاسته از طر     یهمزمان شبکه گلوتن    مـزدوج  يزی

 و رنـگ    ي آمـاده سـاز    طی مقاله شرا  نی است و در ا    دهی گرد یطراح
 مانند نوع رنگ، نوع حلال،      ی با در نظر گرفتن عوامل مختلف      يزیآم

 انتـشار رنـگ در نمونـه و نـوع     يغلظت رنگ، مدت زمان لازم برا     
یزي نمونه ها مورد بررسی قرار گرفته و بهترین شرایط رنگ آم لتریف

نهـا قبـل از مـشاهدات میکروسـکوپی معرفـی       آو زمان اسـتراحت     
  .خواهد گردید

  ها مواد و روش-2
  آرد مورد استفاده  -2-1

بـراي   1با مشخصات مندرج در جـدول       در این مطالعه از آرد نول       
  .تهیه خمیر استفاده شد

  ویژگی هاي آرد مورد آزمون 1جدول 
  رطوبت

  )درصد(
  خاکستر

  )درصد(
  درجه استخراج

  )درصد(
  پروتئین

  )درصد(
  گلوتن مرطوب

  )درصد(
  عدد زلنی

  سانتیمترمکعب
  درصد جذب آب

  )درصد(
5/13  56/0  72-75  9/11  23  26   60  

  
 رنگها و حلال هاي مورد استفاده براي رنگ          -2-2

  آمیزي نمونه ها
 ،4آنیلـین بلـو    ،3فلورسـئین  ،2فلورسئین سدیم  ،1فلوراسین هايرنگ

 ،9اسید فوشین ، 8، یدین گرین7فست گرین ،6متیل رد  ،B 5دامینور
 -2 و 11متیل فرمامید دي استون، اتانول،چون   ییها و حلال  10آزر بلو 

تهیـه   با خلوص تجزیه اي       مرك آلمان   از شرکت  12متواکسی اتانول 
  .ندگردید

  هاي خمیرتهیه نمونه روش -2-3
 کیلـوگرمی  2کن آزمایشگاهی اسـپیرال    براي تهیه خمیر از مخلوط     

Clatronic  مدل KM3067 2خمیـر از  فرمـول  در .  استفاده شـد 
مقـدار  . نمک طعام بدون افزودن مخمر استفاده شـد       ) وزنی(درصد  

افزوده شده با توجه به تشکیل خمیر با قـوام مناسـب       ) شهري(آب  
وزن (وزن آرد % 63در حـدود  ) ارزیابی حـسی و تجربـی     از روي   (

تلاط خمیر براي سه نمونـه خمیـر        زمان اخ . اضافه گردید ) مرطوب
نظـر گرفتـه شـد تـا         دقیقـه در   40 و   15،  2مورد آزمون به ترتیب     

را ارائه بیش از حد  بهینه و ،کوتاهتصویري از شرایط مخلوط کردن    
 بـا توجـه بـه ارزیـابی         ) دقیقه 15 ( مخلوط کردن  بهینه زمان   .نماید

 حسی و تجربی خمیر که تولید خمیر ویـسکوالاستیک بـا خـواص            

                                                
1. Fluorasin 
2. Sodium Fluorescein         
3. Fluorescein 
4. Anilin Blue 
5. Rhodamine B 
6. Methyl Red  
7 .  Fast Green 
8 .  Iodine Green  
9 .  Acid Fushin 
10  . Azer Blue 
11 . Dimethylformamid 
12 .  2-Methoxyethanol 

 هـاي  اندازه گیري شد و به تبع آن زمـان        ،کشسانی مطلوب می کرد   
 از آن حد انتخاب     ) دقیقه 40 ( و خیلی بیشتر   ) دقیقه 2 (خیلی کمتر 
 خمیرهاي مخلوط شده بلافاصـله در ازت مـایع منجمـد            .گردیدند

 -20 میکروسکوپی در فریزر با دماي       هايو تا انجام آزمون   ده  گردی
  . شدند داريگراد نگهدرجه سانتی

هاي خمیر براي مـشاهدات     سازي نمونه  آماده -2-4
  میکروسکوپی

خمیرهاي منجمد در حالت انجمـاد و در داخـل فریـزر صـندوقی              
با استفاده از مایکروتوم دستی     )  درجه سانتیگراد  -10دماي تقریبی   (

 5 تـا  3برش داده شده طوریکه لایه هاي نازك خمیر بـا ضـخامت       
له روي اسلاید شیشه اي قرار گرفتـه و         میلیمتر بدست آمده بلافاص   

  . براي رنگ آمیزي مورد استفاده قرار گرفتند
  آزمون تعیین حلال -2-5

 فلورسـئین،  فلورسـئین سـدیم،    فلوراسین،هاي   از رنگ  ٪1 محلول
اسـید   فست گرین، یـدین گـرین،      متیل رد،  ،Bرودامین آنیلین بلو، 

-دي اسـتون،  قطـر، ب مآ هایی نظیر اتانول،حلالآزر بلو در  فوشین،

هر یک  قابلیت حل شدن    متواکسی اتانول تهیه و    -2متیل فرمامید و  
 قابلیـت حـل شـدن از        .هاي مذکور بررسی شد   ها در حلال  از رنگ 

روي زمانی بدست می آید که رنگ مـورد نظـر در حـلال انتخـاب        
ن نیاز به حرارت و زمان طولانی مخلوط کردن         وراحتی و بد  هشده ب 

  . حل گردد
   رنگتعیین آزمون -2-6

 فلوراسـین، (هـاي احتمـالی   در این مطالعه طیـف وسـیعی از رنـگ     
فست  متیل رد،  ،Bرودامین آنیلین بلو،  فلورسئین، فلورسئین سدیم، 
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که در منابع مختلف از     ) آزر بلو  و   اسید فوشین  گرین، یدین گرین،  
ها براي رنگ آمیزي پروتئین و نشاسته استفاده شده بود انتخـاب    آن

- از محلول1:1 با نسبت   رنگی مخلوط. د بررسی قرار گرفتند   و مور 

  .هاي خمیر استفاده شدنمونه هاي رنگی مذکور براي رنگ آمیزي
  هاي رنگی تعیین غلظت محلولآزمون -2-7

 تعیین رنگ و نیـز انتخـاب حـلال مناسـب     آزموننتایج با توجه به    
  دهـد  ها که بهترین قـدرت انحـلال و یکنـواختی را ارائـه            براي آن 

مـد  نیز کننده براي رنگ آمیزي نشاسته و پروتئین     بهترین مواد رنگ  
فلورسـئین  دو ماده رنـگ کننـده       براي این منظور    . نظر قرار گرفتند  

میزي نشاسته و پـروتئین     آبه ترتیب براي رنگ      Bرودامینو  سدیم  
در این قسمت لازم بود تا غلظت مورد استفاده ایـن  . برگزیده شدند 

با توجه به تحقیقات انجام گرفته در منـابع      . م گردد مواد رنگی معلو  
 و درصـد    5/0 و 1دو غلظت   فلورسئین سدیم  با     هاي  رنگ،  علمی

مـورد  )  حجمی–وزنی ( درصد  3/0 و   1/0دو غلظت    با   Bرودامین
 براي انتخاب بهترین غلظت در ترکیب دو ماده. بررسی قرار گرفتند 

خمیر مخلوط شده در    براي رنگ آمیزي     تیمارهاي زیر    رنگ کننده، 
ه و مشاهدات میکروسکپی انجام     مورد بررسی قرار گرفت   زمان بهینه   

  : شد
    درصد5/0  می سدنیفلورسئ درصد، B 3/0 رودامین) الف
   درصد5/0  می سدنیفلورسئ درصد، B  1/0 رودامین) ب
   درصد1 می سدنیفلورسئ درصد، B  3/0 رودامین) ج
   درصد1  می سدنیفلورسئ درصد، B 1/0 رودامین) د
ــینآزمــون -2-8 ــان تعی  قبــل از  لازم  مــدت زم

  مشاهده میکروسکوپی
و مـشخص شـدن     هاي قبل   دست آمده از بخش   هبا توجه به نتایج ب    

لازم بود تا مـدت اسـتراحت   هاي ترکیبی نوع حلال، رنگ و غلظت 
بـه  بـراي ایـن منظـور    . خمیرها بعد از رنگ آمیزي نیز معلوم گردد     

بـا  بعد از رنگ آمیزي      ،زمان مخلوط کردن بهینه    ا ب هاي خمیر نمونه
اسـتراحت  سـاعت   3  و2، 1، 5/0 به مدترنگی مورد نظر     مخلوط
هاي نمونه ها  لام منظور جلوگیري از خشک شدن نمونه به.داده شد

نـوار  منافذ پلیت توسط  اي قرار داده شدند و هاي شیشه داخل پلیت 
مـشاهدات   پوشـانده و ل بـه طـور کام ـ   )پارافیلم( استرچ   پلاستیکی

  .انجام شد میکروسکوپی
  نوع فیلتر تعیین  آزمون-2-9

 بهتـرین غلظـت و       در  رنگ  و  حلال مناسب ترین با مشخص شدن    
بهترین زمان استراحت، در مرحله بعد فیلترهاي مختلف قابل کاربرد 

براي مشاهده ریز ساختار با میکروسکوپ نوري اپی فلورسـنس از           
 به ترتیب MWBV2 و MWIY2  ،MWG2فیلترهاي کد   قبیل  

مـورد بررسـی قـرار     نانومتر 420 و 510، 560در طیف هاي نوري     
  . مناسب ترین فیلتر انتخاب گرددگرفتند تا

  
 بـا   هـاي خمیـر    بررسی ریز ساختار نمونـه     -2-10

   بیش ازحد بهینه و ،مدت زمان مخلوط کردن کوتاه
گ آمیـزي   بعد از مشخص شدن همه فاکتورهاي مورد نیاز براي رن         

 مـورد بررسـی قـرار گرفتنـد،      9-2 تـا    5-2مطلوب که در بندهاي     
دستی  1مایکروتومدر شرایط منجمد توسط دستگاه  هاي خمیر   نمونه

 سـانتیمتر بـرش     3×2×2به قطعات مکعب مستطیل به ابعاد تقریبی        
براي نمونه هاي خمیر حاصـل      صیقلی    و داده شد تا سطحی صاف    

 از مخلـوط  )یک سـانتیمترمکعب در حدود  (سپس یک قطره  . گردد
 در محل مناسب روي نمونه خمیر قـرار   انتخاب شدهماده رنگی دو  

داده شده و استراحت خمیر به مدت زمان مطلوب در شـرایطی کـه     
بـا  مشاهدات میکروسکوپی   سپس  . نمونه خشک نشود انجام گردید    

 ساخت  512استفاده از میکروسکوپ اپی فلورسنس مدل بی ایکس         
. وس آمریکــا مجهــز بــه نــور مرکــوري انجــام شــد شــرکت الیمپــ

 بـا   4  هاماماتـسو   3تصویربرداري با دوربین پیـشرفته خنـک شـونده        
صـورت  ) RGB( بیت بـه ازاء هـر کانـال        14قدرت تفکیک رنگ    

   .گرفت
  

  بحث و نتایج  -3
   آزمون تعیین حلال-3-1
دي  اسـتون،  آب مقطـر،   اتانول،هاي  بررسی حلال نتایج حاصل از     

ي هـا نشان داد کـه بیـشتر رنـگ      متواکسی اتانول  -2مید و متیل فرما 
 حلالیت ضعیفی در دي متیـل فرمامیـد         مورد آزمون در این مطالعه    

هـا بـه   ها براي حل شدن در تعدادي از حلال و برخی از رنگ    دارند
 ها در حلالکه اکثر آن در حالی  نیاز دارند  یا حرارت  زمان طولانی و  

بنابراین در رنگ آمیزي    . شوندمیل   ح به خوبی  متواکسی اتانول    -2
  متواکسی اتانول  -2هاي ذکر شده در حلال      محلول رنگ ازها،  نمونه

  .شداستفاده 
  

                                                
1. Microtome 
2. Olympus BX51  
3 .Cooled CCD 
4. Hamamatsu  
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   آزمون تعیین رنگ-3-2
 و هـاي رنـگ آمیـزي شـده      نمونـه پس از مشاهدات میکروسکوپی     

) در اینجا نشان داده نشده است     میکروسکپی  نتایج  (غربالگري اولیه   
 B دامـین ور فلورسئین سـدیم و  هاي  ط رنگ مخلومشخص شد که    

مورد استفاده قرار ن ئیوتکه به ترتیب براي رنگ آمیزي نشاسته و پر  

 و  هداد کمتري نشان    پوشانیهمها  سبت به سایر رنگ    ن ،گرفته بودند 
ز قرم ـ و )نـشاسته ( هـاي کـاملاً متمـایز سـبز     ایجـاد رنـگ   به علت 

استفاده که  در حالی .خوبی ارائه می دهندقابلیت تفکیک  )پروتئین(
وتئین تمـایز   آمیزي همزمان نشاسته وپـر    ها براي رنگ  سایر رنگ از  

  .درکمناسبی را ایجاد ن

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  آنیلین بلو و اسید فوشین )ب، رودامینفلورسئین سدیم و  )الف:  رنگهاي مزدوج مختلفتصاویر مربوط به رنگ آمیزي نمونه با  1شکل 
  

  نمونه خمیر رنگ آمیزي شده با فلورسـئین سـدیم و        الف -1 شکل
 نمونـه خمیـر رنـگ آمیـزي شـده بــا      ب -1 شـکل   وB رودامـین 

اسـید   و )آمیزي نـشاسته   رنگ براي( ومخلوطی از رنگهاي آنیلین بل    
همانطور که از    .دهدنشان می را   )آمیزي پروتئین  رنگ ايبر( فوشین

زمـان از  ممقایسه این دو تـصویر مـشخص مـی گـردد اسـتفاده ه ـ        
 منجـر بـه ارائـه تـصاویر بهتـر از             B رودامـین  فلورسئین سدیم و  

و شـبکه   ) سـبز (هـاي نـشاسته     ریزساختار خمیر با مشاهده گرانول    
هاي آنیلـین بلـو و   در نتیجه مخلوط رنگ. می گردد) قرمز(گلوتنی  

اسید فوشین براي رنگ آمیـزي تـوأم نـشاسته و پـروتئین مناسـب            
  .نیستند

  رنگیین غلظت  تع آزمون-3-3
 2هاي رنگ مورد استفاده در شـکل        نتایج حاصل از ارزیابی غلظت    

 و درصد 3/0 دامینورالف مربوط به -2 شکل   .نشان داده شده است   
شده ب ریزساختار خمیر رنگ  -2درصد، شکل   5/0  سدیم فلورسئین

ج -2درصـد، شـکل   5/0  سـدیم فلورسئین و درصد 1/0 رودامینبا  
و شـکل    درصد1 سدیم فلورسئین و درصد   3/0 دامینورمربوط به   

 1 سـدیم    فلورسـئین  و درصـد    1/0 دامینورد تصویر مربوط به     -2
 2 شـکل در  ر الـف، ب، ج و د      تـصاوی با مقایـسه    . درصد می باشد  

) B) 3/0٪ دامینوهاي بالاي راستفاده از غلظتشود که مشاهده می
ایسه با غلظت بالاي آن در مق  و شدهمنجر به ایجاد رنگ قرمز شدید

اسـتفاده از    . گـردد  می سبز مانع بروز رنگ     )٪5/0 (فلورسئین سدیم 
 و فلورسئین سدیم میـزان فلورسـنس      B دامینو ر ین پای هايلظتغ

ها بالا از این رنگ    هايت غلظ گیريها را کاهش داده و به کار      نمونه
-هاي موجود میبه دلیل شدت میزان فلورسنس منجر به ادغام رنگ

 درصــد و 1/0 بـا غلظـت   B دامــینورین اسـتفاده از  بنـابرا . گـردد 
مناسـب تـرین   )  د-2تـصویر  ( درصد  1 با غلظت    فلورسئین سدیم 

 را در رنـگ آمیـزي همزمـان         1فلورسنس و بهترین کنتراست    میزان
  .کندنشاسته وپروتئین ایجاد می

ــل از   آزمــون-3-4 ــان لازم  قب ــین مــدت زم  تعی
  مشاهده میکروسکوپی

ع رنـگ و حـلال و نیـز انتخـاب مناسـب             بعد از مشخص شدن نو    
ساعت قبل  3، 2، 1، 5/0هاي زمانهاي مزدوج،  رنگترکیب غلظت

هـا در نظـر     از مشاهدات میکروسکوپی براي پخش رنگ در نمونـه        
مدت  گرفتنر  با درنظ  که  نشان می دهد   ) الف -3 (شکل .گرفته شد 

پخـش رنـگ در     ساعت قبل از مشاهدات میکروسکوپی،    5/0زمان  
 ـ نمو  طوریکـه فرصـت لازم بـراي انتـشار    ه نه به مقدار کافی نبوده ب
  با افزایش زمان بـه مـدت یـک سـاعت           .آیدبه وجود نمی   دامینور
 انجـام شـده و     رودامـین  انتشار کامـل فلورسـئین و      ) ب -3شکل  (

  هاي پروتئین به رنگمولکولو هاي نشاسته به رنگ سبز گرانول
                                                

1. Contrast  
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 فلورسئین و درصد B 3/0 رودامین )الف :درصد هاي مختلف مواد رنگی مورد استفاده به ترتیب ذیلربوط به رنگ آمیزي نمونه با تصاویر م 2شکل 
 رودامین )د  درصد،1 سدیم فلورسئین  و درصدB 3/0 رودامین ) ج،درصد 5/0  سدیمفلورسئین  و درصدB 1/0  رودامین )ب ، درصد5/0 سدیم

B 1/0 درصد1 سدیم فلورسئین و درصد .  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 )الف : مختلفهاي) ساعت ( درصد در زمان1 سدیم فلورسئین و درصد B 1/0 رودامینبا  هاي خمیر مربوط به رنگ آمیزي نمونه تصاویر  3شکل 
  .ساعت 3 )د  ،2 )ج ،1 ) ب،5/0

 

 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir
www.SID.ir


 1388، تابستان 2، شماره 6دوره                                                                             م و صنایع غذایی          فصلنامه علو

 59

  
  
  
  
  

  
    
  
  
  
  

   نانومتر،420 مربوط به طیف نوري MWBV2فیلتر  ) الف: تصاویر میکروسکوپی حاصل از کاربرد فیلترهاي مختلف .4شکل 
  . نانومتر510 مربوط به طیف نوري MWG2فیلتر  ) ب

ها به میزان مطلوبی  هم چنین فلورسنس نمونهگردندقرمز نمایان می
بـه ترتیـب   ( ساعت 3 و2با افزایش زمان به حدود       .یابدافزایش می 

قرارگیري رنگ طولانی  مدت زمان  به دلیل) د-3و ج -3 هايشکل
هاله قرمـز رنگـی بـر       2همپوشانی بیش از حد آنها     و 1هاروي نمونه 

وه بر آن با گذرانـدن      علا گردد و  می ادهاي نشاسته ایج  ولگرانروي  
 که منجر بـه   اي رنگ در نمونه افزایش یافته     هاي قهوه  ساعت لکه  2

ص  لذا بعد از انجام این آزمون مشخ.گرددکاهش کیفیت تصویر می 
بهتـرین زمـان    ) ب-3شکل  (گردید که زمان استراحت یک ساعت       
  .براي گرفتن تصاویر مطلوب می باشد

  نوع فیلتر تعیین  آزمون-3-5
نتایج مشاهدات میکروسکوپی مربوط به بررسی نوع فیلتر در شکل          

در این شکل تصویر الف مربوط بـه فیلتـر          . داده شده است    نشان 4
MWBV2)  و تصویر ب مربوط به فیلتر ) ر نانومت420طیف نوري

MWG2)    در مـورد فیلتـر     . مـی باشـد   )  نـانومتر  510طیف نوري
MWIY2)   تــصویر بدسـت آمــده از  )  نـانومتر 560طیـف نــوري

کیفیت بسیار پائینی برخوردار بود طوریکه هاله اي کاملاً قرمز رنگ   
. سطح تصویر را می پوشاند لذا تصویر در اینجا ارائـه نـشده اسـت       

فیلتــر نیــز مــشخص مــی گــردد مزبــور  کــه از شــکل همــانطوري
نسبت به فیلتـر  )  نانومتر420طیف نوري   (MWBV2برانگیزاننده  

MWG2)    تصویر میکروسکوپی بهتـري    )  نانومتر 510طیف نوري
ارائه داد و خطاي مربوط به پوشش زمینه اي رنگ قرمز در آن دیده 

ود مناطق  وج510در صورتیکه در فیلتر مربوط به طیف نوري . نشد
با رنگ قرمز به سبب نوع فیلتـر مـورد اسـتفاده مـانع از تـشخیص         

ایـن  ). ب-4شـکل   (واقعی فاز پروتئینی در نمونـه خمیـر گردیـد           
                                                

1. Over staining  
2. Overlapping  

 نـانومتر از شـدت      560مشکل فیلتر مربوط به طیـف هـاي نـوري           
  ).تصویر نشان داده نشده است(بیشتري برخوردار بود 

) انـرژي  (اثر زمان :  مطالعه ریز ساختار خمیر    -3-6
  مخلوط کردن

با مشخص شدن پروتکل مناسب براي انتخاب نوع رنگ و حـلال،            
هـاي  هاي انتخاب شده، زمان   هاي ترکیبی مناسب براي رنگ    غلظت

استراحت لازم براي توزیع رنگ و نیز انتخاب فیلتر مناسـب بـراي             
 در مرحله بعد اثر فراینـد مخلـوط   ،مشاهده بهینه ریز ساختار خمیر    

ــردن در  ــاوت  ک ــاملاً متف ــان ک ــه زم ــه40 و 15، 2(س روي )  دقیق
ریزساختار خمیر مورد بررسی قرار گرفت تا پروتکل رنگ آمیـزي           

هاي موجود در بر اساس گزارش. بهینه شده مورد ارزیابی قرار گیرد 
 انتظــار مــی رود کــه شــبکه گلــوتنی ]4،9،17-19 [ منــابع علمــی

راکنده گلـوتنی  درخمیرهاي کم مخلوط شده به صورت توده هاي پ   
و در خمیر هاي بهینه مخلوط شده به صورت شبکه اي یکپارچه و           
در خمیر هاي بیش از حد مخلوط شده به صورت فاز گلوتنی کاملا 

نتـایج  ) الـف، ب و ج       (5شـکل    .گسسته و پراکنده شـده در آیـد       
ریزساختاري حاصله از مطالعات میکروسکپی فلورسانس با پروتکل 

الـف  -5تـصویر   .  را نشان می دهد    این مطالعه توضیح داده شده در     
ب مربوط -5تصویر خمیرهاي مخلوط شده در زمان کم،     مربوط به   

ج مربوط به زمان    -5زمان بهینه و تصویر     خمیر مخلوط شده در     به  
هـا  رنگ قرمز موجود در شکل    . می باشد بیش از حد    مخلوط کردن   

 و Bامـین  دوهاي پروتئینی رنگ آمیزي شده بـا ر مربوط به مولکول  
هاي نشاسته رنگ آمیزي شده با فلورسئین سدیم        رنگ سبز، گرانول  

   .می باشد
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گلوتنی در ه می شود توده هاي الف ملاحظ -5که از شکل    همانطور  
 به صورت پراکنده و منفک از خمیرهاي با زمان مخلوط کردن کوتاه

 هم تشکیل می شوند که این مقدمه اي بر تشکیل شبکه گلوتنی در             
پیغمبردوسـت و  این نتایج بـا مـشاهدات   . بعدي خواهد بود مراحل  

 بــا روش میکروسـکوپ روبنــده کونفوکــال  ]9[) 2006 (همکـاران 
 نیـز در    ]20[) 1999 (کیفیر و اشـتاین   همچنین  . لیزري تطابق دارد  

مطالعات خود به این نتیجه رسیده اند که شروع مخلوط کردن خمیر 
استه همـراه بـا پیـدایش    به دلیل جداشدن موضعی فاز گلوتن از نش     

  .توده هاي پراکنده و گسسته گلوتنی در خمیر می باشد
با افزایش زمان مخلوط کردن توده هاي پراکنـده گلـوتنی بـه هـم                
پیوسته و تشکیل یک شبکه سه بعدي را می دهند که گرانول هـاي          

ب نشان دهنـده ریـز سـاختار        -5شکل  .  نشاسته را در بر می گیرد     
توسعه گلوتن موجـود  .  کردن بهینه می باشد   خمیر در زمان مخلوط   

اگـر  . و پخش یکنواخت و همگن آن به وضوح قابل مشاهده است          
عملیات مخلوط کردن بعد از توسعه بهینه ادامه یابد انتظار تخریب            

ج -5ساختار سه بعدي شبکه گلوتنی می رود که این امر در شـکل       
ده می شـود    همانطور که از این تصویر دی     . به وضوح دیده می شود    

و گـردد  در اثر زمان طولانی مخلوط کردن متلاشی می  گلوتن   شبکه
آید که لابـلاي گرانولهـاي نـشاسته        هاي ریز در می   به صورت توده  
 دقیقه بطور مداوم مخلوط     40خمیري که به مدت     . توزیع می گردد  

چنین خمیرهـایی  . شده است فاقد ساختار گلوتنی پیوسته می باشد       
نداشته و بسیار چسبنده بوده و ظاهر درخـشان         ارزش تکنولوژیکی   

  . دارند که به نام خمیرهاي بیش از حد مخلوط شده موسوم هستند

  
   نتیجه گیري-4

مـشابه   EFLMمیکروسـکوپ   نتایج بدست آمده در این مطالعه با        
 با ]9[) 2006 (پیغمبردوست و همکاراننتایج حاصله از یافته هاي      

ج حاصل بیانگر ایـن مطلـب       نتای.  می باشد  CSLMمیکروسکوپ  
 جـایگزین بـسیار مناسـبی بـراي         EFLMاست که میکروسـکوپ     

هاي خمیر بوده و تـصاویر    در بررسی نمونه   CSLM میکروسکوپ
کونفوکـال برابـري    آن با تصاویر برداشت شده توسط میکروسکوپ      

هـا  کند، در حالی که هزینه و زمان کمتري را در بررسـی نمونـه             می
ي دیگر به علت تفکیک مناسب رنگ و میدان        از سو . کندصرف می 

 با توجه. ها بسیار پایین تر استدید وسیع، تخریب فلورسنس نمونه
به این که میکروسکوپ اپی فلورسنس در مقایسه با میکروسـکوپ           
  الکترونی روبنده، از طریق گوناگونی رنگ، تفکیک ریز ساختارها را
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تـوان آن را بـر میکروسـکوپ    دهد میتري انجام می مطلوب وبه نح 
دهـد ارجـح   می) مونوکروم(الکترونی روبنده که تصاویر سیاه سفید       

  .دانست

  تشکر و قدردانی -5
نویسندگان مقاله مراتب تشکر و قدردانی خود را از دانشگاه تبریـز            
براي تأمین منابع مالی انجام این پژوهش، مـدیریت محتـرم گـروه             

وم باغبانی دانشکده کشاورزي براي در اختیار گذاشتن امکانـات          عل
فلورسنس و مـدیریت و همکـاران محتـرم         میکروسکوپ نوري اپی  

هیأت علمی گروه علـوم و صـنایع غـذایی بـه جهـت حمایـت و                  
  .همفکري در انجام این پژوهش اعلام می دارند
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