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This study investigated the extraction of proteins from grass pea (Lathyrus sativus L.) and 

Persian everlasting pea (Lathyrus rotundifolius L.) seeds under varying pH levels and sodium 

chloride (NaCl) concentrations, as well as using aqueous two-phase systems (ATPSs). The 

lowest protein extractibility was observed at pH 4, whereas the highest extractibility occurred 

at pH 9.5 in distilled water. The results indicate that the presence of salt under alkaline 

conditions did not significantly enhance extractibility compared to salt-free alkaline solutions. 

An ATPS comprising polyethylene glycol (PEG, 4000 g/mol) and arabic gum was developed 

and evaluated for protein extraction and separation. In the formed system, PEG and arabic gum 

preferentially migrated to the top and bottom phases, respectively. Optimal extraction 

conditions—20% PEG, 1% arabic gum, a solid-to-liquid ratio of 1:10, particle size of 50 mesh, 

and a temperature of 25 °C—yielded a maximum extraction efficiency of approximately 63%. 

SDS-PAGE electrophoresis profiles revealed a clear phase-dependent partitioning pattern, 

where low-molecular-weight subunits (≤25 kDa) preferentially migrated to the top phase, 

while higher-molecular-weight subunits (>50 kDa) predominantly partitioned into the bottom 

phase. This research demonstrates that aqueous two-phase systems (ATPS) are an effective, 

environmentally friendly, and cost-effective method for the extraction and fractionation 

proteins from grass pea and Persian everlasting pea seeds. 
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EXTENDED ABSTRACT 

Introduction 

In recent years, due to population growth and increasing economic and environmental concerns, plant-

based proteins have gained significant attention as sustainable alternatives to animal-derived proteins. Lathyrus 

species are annual legumes from the Fabeae tribe that exhibit remarkable adaptability to harsh environmental 

conditions. Among these, grass pea (Lathyrus sativus L.) and Persian everlasting pea (Lathyrus rotundifolius 

L.) are underutilized yet promising protein sources. The efficiency of protein extraction depends on factors 

such as the target application, available resources, and extraction technique. Aqueous two-phase systems 

(ATPSs) have recently attracted attention as a mild and efficient approach for the extraction and purification 

of biomolecules. This study aimed to investigate protein extraction from grass pea (GP) and Persian everlasting 

pea (PEP) seeds using different extraction conditions, and to characterize the extracted proteins using SDS-

PAGE. 

Materials and Methods 

Protein was extracted from GP and PEP seed flours using conventional alkaline extraction at different pH 

values and NaCl concentrations (0, 0.2, 0.6, and 1 M). An aqueous two-phase system was also applied for 

protein extraction. The binodal curve for PEG (polyethylene glycol, 4000 g/mol) and arabic gum was 

determined using the turbidity (cloud point) method. The optimal ATPS parameters were then selected for 

protein extraction. SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis) was used to 

estimate the molecular weight distribution of the extracted polypeptides. 

Results  

The results showed that the highest and lowest protein extractability occurred at pH 9.5 and pH 4, 

respectively, for both GP and PEP in distilled water. Around the isoelectric point (pI), protein extractability 

decreased due to reduced electrostatic repulsion between protein molecules as the net charge approached zero. 

Although maximum extractability was also observed at pH 9.5 with NaCl concentrations of 0.2 and 0.6 M, it 

was lower than the extractability achieved with distilled water. At 1 M NaCl, the lowest and highest protein 

extractability occurred at pH 2.5 and pH 8.5, respectively. Overall, the use of NaCl solutions did not 

significantly improve protein extractability compared to distilled water. 

In ATPS, increasing PEG concentration enhanced the volume of the top phase (PEG-rich phase), and 

extraction efficiency improved up to 20% PEG but declined at 25% due to increased viscosity. Similarly, 

raising gum arabic concentration from 0.5% to 1% improved extraction, while higher concentrations reduced 

yield. Smaller particle sizes (up to 50 mesh) increased extraction efficiency, likely due to more effective release 

of intracellular contents. The optimal solid-to-liquid ratio was 1:10, and extraction yield improved with 

increasing temperature up to 25 °C, but declined beyond 30 °C, possibly due to protein denaturation or reduced 

phase separation efficiency. 

SDS-PAGE revealed polypeptide bands ranging from 19 to 120 kDa in PEP and 18 to 140 kDa in GP. In 

the top phase of ATPS, dominant subunits for PEP were observed at approximately 19, 24, 35, and 40 kDa, 

and for GP at 18, 26, 35, and 40 kDa. In the bottom phase, subunits around 35, 50, 75, and 120 kDa were 

detected in PEP, and 35, 60, 70, and 140 kDa in GP. 

Conclusions 

The results indicated that salt addition did not significantly improve protein extraction over distilled water 

under alkaline conditions. The ATPS composed of PEG 4000 and arabic gum effectively facilitated the 

extraction and separation of proteins from GP and PEP seeds. PEG and arabic gum preferentially migrated to 

the top and bottom phases, respectively. Maximum extraction efficiency (~63%) was achieved under optimal 

conditions: 20% PEG, 1% arabic gum, a solid–liquid ratio of 1:10, particle size of 50 mesh, and temperature 

of 25 °C. Electrophoretic analysis demonstrated that low-molecular-weight polypeptides (≤25 kDa) migrated 

primarily to the top phase, whereas higher-molecular-weight polypeptides (>50 kDa) accumulated in the 

bottom phase. Overall, this study confirms that aqueous two-phase systems are efficient, eco-friendly, and 

cost-effective tools for the extraction and fractionation of both hydrophilic and hydrophobic proteins from 

underutilized legumes such as grass pea and Persian everlasting pea. 
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  های کلیدی:واژه

 ،یآب یدو فاز ستمیس
 الکتروفورز،  لیپروفا
 خلر،

 یشین

 
 Lathyrus) یشیو ن  (.Lathyrus sativus L)خلر  يهااز دانه نیاستخراج پروتئ یپژوهش به بررس نیا

rotundifolius L.)  مختلف  طیدر شراpH میسد دیگوناگون نمک کلر يهاو غلظت (NaCl) در  نیو همچن
 نیشتریو ب 4برابر با  pH رد نیاستخراج پروتئ تیمقدار قابل نی. کمترپردازدیم  (ATPS) یآب يدو فاز يهاستمیس

موجب  ییایقل طینشان داد که افزودن نمک در شرا جیدست آمد. نتابا استفاده از آب مقطر به 5/9برابر با  pHآن در 
بر  يدوفاز یستمی. در ادامه، سشودیبدون نمک نم ییایقل يهابا محلول سهیاستخراج در مقا تیمعنادار قابل شیافزا
 ياستخراج و جداساز يو برا یطراح یگرم بر مول و صمغ عرب 4000 یبا وزن مولکول  (PEG) کولیگل لنیاتیپل هیپا

 حا  یترج بیبه ترت یو صمغ عرب PEG افته،ی لیتشک ستمیقرار گرفت. در س یابیاز هر دو نوع دانه مورد ارز هانیپروتئ
شامل  نهیبه طیدرصد، در شرا ۶3با حدود  دلبازده استخراج، معا نیمهاجرت کردند. بالاتر ینییو پا ییبالا يبه فازها

 حاصل 25 ℃ يو دما 50، اندازه ذرات با مش 1:10 عینسبت جامد به ما ،یدرصد صمغ عرب کی، PEGدرصد  20

را نشان داد که در آن  یوابسته به فاز واضح بندي¬میتقس يالگو (SDS-PAGE) الکتروفورز يهالپروفای. شد
بالاتر  یبا وزن مولکول يرواحدهایو ز ییدالتون و کمتر( عمدتا  به فاز بالا لویک 25) مک یبا وزن مولکول يرواحدهایز
 یروش ATPS يهاستمینشان داد که س قیتحق نیا جیمهاجرت کردند. نتا ینییدالتون( به فاز پا لویک 50از  شی)ب

 هستند. یشیخلر و ن هاي¬دانه از هانیپروتئ کیاستخراج و تفک يصرفه برابهو مقرون ستیزطیمؤثر، سازگار با مح
 

 یشیو ن  (.Lathyrus sativus L)خلر  ايههاز از دان هانی( استخراج پروتئ1404)نا،یم ونفال؛یمهسا، هما ؛یمحمد، محسن ؛يموسو ن،یحس ؛یانیک گانه،ی ؛یمیعظ: استناد

(Lathyrus rotundifolius L.)  42-21(، 3) 5۶ ایران، مجله مهندسی بیوسیستم ایران، یآب يدو فاز يها ستمیبا استفاده از س .
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 دمه مق
هاي ویژه گیاهی، افزایش یافته است. دانهبا رشد جمعیت جهانی و افزایش آگاهی درباره تغذیه سالم، نیاز به شناسایی منابع پروتئینی جدید، به

ها در فرمولاسیون اند. استفاده از آنهاي پیچیده و فیبر، مورد توجه قرار گرفتهدلیل ترکیب مناسب اسیدهاي آمینه، کربوهیدراتات بهحبوب
 Deng et al., 2019; Gundogan) تاي به شدت افزایش یافته و محور بسیاري از مطالعات اخیر اسمواد غذایی براي بهبود کیفیت تغذیه

& Karaca, 2020; Ma et al., 2018; Shevkani et al., 2019) .هاي فیزیکی علت ویژگیهاي حبوبات بهبا این وجود، بخشی از دانه
ها ست که این دانهشوند؛ این در حالیازه کوچک یا بافت سخت، مصرف مستقیم غذایی نداشته و عمدتا  در خوراک دام استفاده مینظیر اند

ها هستند که قابلیت استفاده در محصولات غذایی با ارزش افزوده فنولسرشار از ترکیبات ارزشمند از جمله پروتئین، نشاسته، روغن و پلی
هاي بومی، موجب از بین رفتن جاي گونهجایگزینی محصولات کشاورزي صنعتی به. (Pastor-Cavada, Juan et al., 2009) را دارند

شامل  و شودمحسوب می  )Fabaceae (ي باقلائیاناین جنس از خانواده شده است. Lathyrus گیاهان دارویی و ارزشمند، نظیر جنس
اي و آمریکاي شمالی و جنوبی، ویژه در مناطق مدیترانهدلیل مقاومت بالا در شرایط متنوع، بهکه به بودهي گیاهی گونه 200بیش از 

ی از منابع ، یک.Lathyrus sativus Lي خلر با نام علمی دانه .(Qayyum et al., 2012; Romano et al., 2019) گسترش یافته است
اسیدهاي چرب  زیادي نشاسته و کمیانند نخود و باقلا، داراي مقدار رود. خلر مشمار میغنی پروتئین و کربوهیدرات در میان حبوبات به

 Mehr & Koocheki, 2021; Youshanlouei)باشد میمهم  لر نیز مشابه سایر حبوباتترکیب مواد معدنی موجود در خاست. غیراشباع 

et al., 2022) .ي دیگر از جنس گونهLathyrusي نیشی با نام علمی، دانهLathyrus rotundifolius L.   ،است که همانند سایر بقولات
 ,.Youshanlouei et al) درصد پروتئین بوده، اما تاکنون کمتر مورد توجه پژوهشگران و صنایع غذایی قرار گرفته است 25تا  20حاوي 

2024). 
شود؛ ي ایزوالکتریک آغاز میدور از نقطه pH هایی باطور معمول با حل کردن منبع پروتئینی در محیطفرآیند استخراج پروتئین به    
ي ایزوالکتریک، به مقدار نزدیک به نقطه pH مناسب، یکی از عوامل کلیدي در کارایی استخراج است. در ادامه، با تنظیم pH عیینچراکه ت
 .(Feyzi et al., 2017; Hadnađev et al., 2017; Pojić et al., 2018) شوندصورت انتخابی رسوب داده میهاي محلول بهپروتئین

دلیل مزایاي متعدد خود، توجه است که به (ATPS)1 دو فازي آبیهاي هاي مؤثر در استخراج پروتئین، استفاده از سیستمیکی دیگر از روش
ها شامل ویسکوزیته پایین، این سیستم مطلوب هايویژگیاند. فناوري و صنایع غذایی به خود جلب کردهي زیستبسیاري را در حوزه

 ,S. E. Dreyer)  استسازگاري بالاهاي آلی فرار، جدایی سریع فازها، بازده بالا و زیستتشکیل حداقل امولسیون، عدم نیاز به حلال

2008; Garcia et al., 2018; Pojić et al., 2018) .هايسیستم ATPS  هامولکولزیست استخراج در مایع–هاي مایعاز جمله تکنیک 
 نانوذرات ژنتیکی، مواد ها،پروتئین جمله از متنوعی زیستی هايفرآورده نسبی سازيخالص یا اولیه بازیابی در ايگسترده کاربرد که هستند

توان به قابلیت افزایش مقیاس، ادغام با مراحل دیگر فرآیند از مزایاي این روش می (.1391 سبوحی،) دارند پایین مولکولی وزن با ترکیبات و
کند. همچنین، سرعت بالاي فرایند و سطح پایین آلودگی، و محیط غیرسمی آن اشاره کرد که از دناتوره شدن ترکیبات حساس جلوگیري می

ها سازي پروتئینروشی بسیار ملایم براي خالص ATPS. (Peters et al., 1987) سازدصرفه میبهرا از نظر اقتصادي مقرون این روش
ن ویژگی شود. ایها مشاهده نمیفتن فعالیت بیولوژیکی پروتئینکه معمولا  در این فرایند، دناتوره شدن یا از دست رطوريرود؛ بهشمار میبه

کند. علاوه بر دلیل محتواي بالاي آب و کشش سطحی پایین موجود در سیستم است که از ساختار طبیعی پروتئین محافظت میعمدتا  به
 ها کمک نمایدبخش ایفا کرده و به حفظ ساختار فضایی و عملکرد زیستی پروتئینآن، حضور پلیمرها در فازها ممکن است نقش پایداري

(Asenjo & Andrews, 2011; Khan et al., 2019). اتیلن گیرند که دو پلیمر )مانند پلیزمانی شکل می دو فازي آبیهاي سیستم
هایی بالاتر پروپیلن گلیکول(، یک پلیمر و یک نمک )نظیر فسفات، سولفات، سیترات و ...( یا دو نمک، در غلظتگلیکول، دکستران، یا پلی

 .S. E) دمنجر به تشکیل دو فاز مجزاي کاملا  هیدروفیل شوناز غلظت بحرانی یا تحت شرایط دمایی خاص، با یکدیگر مخلوط شده و 

Dreyer, 2008; Garcia et al., 2018; Pojić et al., 2018) .پس از دو فازي آبیهاي سازي در سیستممنظور استخراج و خالصبه ،
به تعادل فازي ادامه یافته و در شوند. این جدایش تا رسیدن تدریج از یکدیگر جدا میبارگذاري نمونه و اختلاط اجزاي سیستم، دو فاز به

تعریف  2شود. در این فرآیند، پارامتر کلیدي تحت عنوان ضریب تفکیکطور ترجیحی به یکی از فازها منتقل میپایان، ترکیب هدف به

                                                                                                                                                                                
1. Aqueous Two-Phase Systems 

2. Partition Coefficient 
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و ویژگی پلیمر  دهد و تحت تأثیر عواملی چون نوعمولکول مورد نظر در فاز بالا به فاز پایین را نشان میشود که نسبت غلظت زیستمی
  (Domínguez-Puerto et al., 2018; Uversky et al., 2024) مورد استفاده، زمان تماس اجزا و دماي سیستم قرار دارد

. اما شودیاستفاده م هانیپروتئ يجداساز يبرا مرپلی–مریو پل نمک–مریشامل پل جیدو نوع را ،یآب يدو فاز يهاستمیدر س   

 ن،یاند. همچنمواجه باتیترک یابیدر باز يو دشوار یطیمحستیز يهایبالا، نگران نهیمانند هز ییهابا چالش نمک–مریپل يهاستمیس
 دوفازي هايسیستم در حساس شود. يهانیبه ساختار پروتئ بیها و آسمنجر به تجمع آن تواندیم کیلیفیآمف يهانیمحدود پروتئ تیحلال
شده برطرف  نمک-ي سیستم پلیمرهامحدودیتتا حد زیادي  اند،ي متفاوت تشکیل شدهدوست با ساختارهایمر آبپل دو از که پلیمر-رپلیم
ها فراهم مولکولها و سایر زیستمحیطی مناسب براي افزایش حلالیت و پایداري پروتئین دلیل محتواي بالاي آب،ها، به. این سیستماست
 اتیلنپلی ترکیب پلیمر،-رپلیم دو فازي آبیهاي در میان انواع سیستم .(Saravanan et al., 2008; Yang et al., 2010) کنندمی

ا این ؛ ب(Platis & Labrou, 2006) رودشمار میها بهها براي جداسازي پروتئینترین سیستمو دکستران یکی از رایج (PEG) گلیکول
ابل توجه همراه است. مطالعات تجربی نشان هاي اقتصادي قي بالا و هزینههایی نظیر ویسکوزیتهها با چالشحال، استفاده از این سیستم

 شودها انتخاب میعنوان یکی از اجزاي اصلی این سیستمدلیل حلالیت بالاي خود در آب، بهاتیلن گلیکول، بهاند که در اغلب موارد، پلیداده
(Freire & Pereira, 2019; Saravanan et al., 2008). ها، ها بین دو فاز( در این سیستممولکولبندي )تقسیم زیستي پارتیشنپدیده

بندي پیچیده بوده ها و مشخصات سیستم دوفازي مورد استفاده است. اگرچه مکانیسم دقیق پارتیشنهاي سطحی پروتئینتابعی از ویژگی
 نیبا توجه به ا. (Uversky et al., 2024) نی آن آسان نیست، اما برخی روندهاي مشخص در این زمینه قابل شناسایی هستندبیو پیش
( یصمغ عرب-PEG4000) مریپل-مریپل يسامانه کینمک، از -PEG جیرا يهااستفاده از سامانه يجادر پژوهش حاضر به ها،تیمحدود
به  ازیو ن یمعدن يهاونیتا ضمن حذف  دیانتخاب گرد یجزء نمک يبرا ینیگزیعنوان جابه یصمغ عرب گر،یشد؛ به عبارت د يریگبهره

 یفراهم شود. انتخاب صمغ عرب هانیحفظ ساختار و عملکرد پروتئ يتر براو مناسب سازگارترستیز دارتر،یپا یطیمح ،ییزداکمراحل نم
 طیبه شرا ازیبالا در آب بدون ن اریبس تیخاص آن صورت گرفت؛ از جمله حلال يهایژگیو لیبه دل زین یعیطب يهاصمغ رینسبت به سا

. هانیکنش مؤثر با پروتئبرهم جادیا ییبودن، و توانا یرسمیو غ منیا يو دما، سازگار pHاز  یعیدر گستره وس داریپا کیخاص، رفتار رئولوژ
در  تیمحدود ای تهیسکوزیاز حد و شیب شیکه ممکن است باعث افزا نیپکت ایمانند زانتان  گرید يهاصمغ یبرخلاف برخ ن،یافزون بر ا

 يهاستمیس یطراح يبرا يترمناسب طیمجزا شرا يفازها عیسر لیو تشک نیینسبتا  پا تهیسکوزیو لیبه دل یشوند، صمغ عرب يفازبند
 يانهیعنوان گزانتخاب آن را به ،ییو دارو ییغذا عیدر صنا یاستفاده از صمغ عرب يسابقه گسترده نی. همچنآوردیفراهم م یآب يدوفاز
ها نقش گریز بر سطح پروتئیندوست و آبهاي باردار، قطبی، آبتوزیع گروه. کندیم تیپژوهش تقو نیا يتماد براصرفه و قابل اعبهمقرون

شود، ها شناخته میعنوان عامل غالب در تقسیم پروتئینگریزي بههاي آبی دارد. ویژگی آبها در سیستممهمی در حلالیت و جدایش آن
همچنین، غلظت پروتئین . دکستران بیشتر استPEG- هايمک کم و در سیستمن-PEG  هايسیستم در حالی که تأثیر بار الکتریکی در

ماند، اما در هاي پایین، ضریب تفکیک تقریبا  ثابت باقی میاست. در غلظت ATPS بندي دریکی از عوامل کلیدي در رفتار پارتیشن
با توجه به . (Uversky et al., 2024; Vicente et al., 2019) کندمی هاي بالاتر به دلیل اشباع نسبی سیستم، این ضریب تغییرغلظت

 نیهمچن ،ییغذا عیدر صنا ینینابع پروتئعنوان مها بهآن لیمؤثر از پتانس يبردارو عدم بهره یشیخلر و ن يهادانه يبالا ياهیارزش تغذ
استخراج  يریپذامکان یپژوهش با هدف بررس نیحساس، ا یستیز باتیدر استخراج ترک یآب يدو فاز يهاستمیفرد سبهمنحصر يایمزا
 نیپروتئ کیتفک بیبازده و ضر یابی( و ارزیو صمغ عرب PEG4000) مریپل-مریپل یآب يدو فاز ستمیدو گونه با استفاده از س نیاز ا نیوتئپر

 انجام شد. یاتیمختلف عمل طیدر شرا

 پیشینۀ پژوهش

Gerzhova et al., (2016) به بررسی تأثیر pH غلظت نمک )سدیم کلرید( و مقدار آرد کلزا بر کارایی استخراج پروتئین از کنجاله کلزا ،
استخراج دارد، در حالی که مقدار آرد و غلظت نمک تأثیرات  قابلیتستخراج بیشترین تأثیر را بر محیط ا pH پرداختند. نتایج نشان داد که

، محیط 12برابر  pH در شرایطدرصد(  58/12) استخراج پروتئین قابلیتي ز خود نشان دادند. بیشینهها اپذیري پروتئینمتفاوتی بر استخراج
، غلظت 10برابر   pH ابلیت استخراج پروتئین در شرایطدست آمد. در مقابل، کمترین میزان قدرصد آرد به 15بدون نمک، و با استفاده از 

وع از حبوبات رایج شامل نخود، عدس، لوبیا، و لوبیا چهار ن Qayyum et al. (2012). درصد مشاهده شد 10و مقدار آرد  01/0نمک 
هاي پروتئینی مورد ارزیابی قرار دادند. بر اساس هاي عملکردي جدایهبلبلی را از نظر ترکیب شیمیایی، بازده استخراج پروتئین و ویژگیچشم
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درصد گزارش  09/20بلبلی درصد، و لوبیا چشم ۶1/22درصد، لوبیا  83/22درصد، نخود  12/31ترتیب در عدس نتایج، مقدار پروتئین خام به
هاي بدون چربی این حبوبات استفاده گردید. هاي پروتئینی از نمونهشد. در این مطالعه، از روش رسوب ایزوالکتریک براي بازیابی جدایه

کیلو دالتون قرار دارند. در میان این  70تا  ي چهارهاي پروتئینی در محدودهپپتیدي جدایهآزمون الکتروفورز نیز نشان داد که باندهاي پلی
هاي عملکردي را نشان دادند و در نتیجه، براي استفاده در حبوبات، عدس و نخود بیشترین بازده استخراج پروتئین و بهترین ویژگی

 د.تر تشخیص داده شدنفرمولاسیون محصولات غذایی غنی از پروتئین مناسب
)2024Mohseni et al., ( از  با استفاده 1هندوانهپوست سفید  بخشاز  سیترولین-ال يبه بررسی شرایط جداسازي اسیدآمینه
فسفات پرداختند. نتایج این مطالعه نشان داد که شرایط پتاسیم هیدروژنشامل مایع یونی و نمک دي (ATPS) دو فازي آبیهاي سیستم

، و زمان استخراج ۶0مولار، اندازه ذرات با مش  ۶/1درصد، غلظت مایع یونی  35بهینه براي استخراج این ترکیب شامل غلظت نمک برابر با 
-ومین و بتالاکتوآلب-پنیر شیر بز، یعنی آلفابه بررسی جداسازي دو پروتئین اصلی آب Freire and Pereira (2019) .استدقیقه  10

عنوان جایگزینی مناسب براي تواند بهپرداختند. نتایج این مطالعه نشان داد که مالتودکسترین می ATPSلاکتوگلوبولین، با استفاده از 
 ها مورد استفاده قرار گیرد. همچنین مشخص شد که هر دو پروتئین مورد نظر، پس از فرآیند استخراج، تمایلدکستران در این نوع سیستم

سازي و تغلیظ خالص Domínguez-Puerto et al. (2018). دهندبیشتري به توزیع در فاز غنی از مالتودکسترین از خود نشان می
مورد  25 ℃ در دماي 4000اتیلن گلیکول و پلی 4SO2)4(NHحاوي نمک سولفات آمونیوم  ATPS ازپنیر را با استفاده هاي آبپروتئین

 1/12و  PEG درصد 25هایی با غلظت شترین حذف لاکتوز در مخلوطبررسی قرار دادند. نتایج نشان داد که حداقل بازیابی پروتئین و بی
ي بازیابی ، بیشینهPEG اي که در سیستم فاقدگونه، بازده بازیابی پروتئین افزایش یافت؛ به PEGدرصد نمک مشاهده شد. با کاهش غلظت

 مریپل/مریپل آبیدو فازي  يهاستمیمختلف را در س نهیدآمینوع اس ازدهی يرفتار جداساز de Barros et al. (2014). پروتئین حاصل گردید
بودند  3و فیکول 2، ایکوندکستران کول،یگل لنیاتیپل رینظ یونیریغ يمرهایاز پل ییهاشامل جفت هاستمیس نیکردند. ا يسازو مدل یبررس

هاي ویژگیکار گرفته شدند. نتایج حاصل، به شناسایی مولار سدیم فسفات به 01/0مولار سدیم کلرید و بافر  15/0که در حضور محلول 
هایی کمک ها در چنین سیستمبندي آنبینی رفتار پارتیشنهایی براي پیشي مدلها و فازهاي مختلف و نیز ارائهکنش بین اسیدآمینهبرهم
مله هاي مختلفی از جاتیلن گلیکول و نمکشامل پلی دو فازي آبی( استخراج پروتئین آلبومین را با استفاده از سیستم 1391) سبوحی. کرد

ها، سیستم حاوي آمونیوم منیزیم سولفات، آمونیوم سولفات و سدیم سولفات مورد بررسی قرار دادند. نتایج نشان داد که در میان این نمک
دوست پروتئین در هاي آبهاي پایین نمک، بخشسولفات بالاترین ضریب توزیع پروتئین را دارا بود. همچنین مشخص شد که در غلظت

به بررسی  Saravanan et al. (2008)اي دیگر، در مطالعهد. شورفته و موجب پایداري بیشتر پروتئین در فاز آبی میدسترس قرار گ
 (PAA) آکریلیک اسیدو پلی (PEG) اتیلن گلیکولشامل پلی دو فازي آبیهاي اوآلبومین و میوگلوبین در سیستم جداسازي پروتئین

گردد. با ها می، موجب افزایش راندمان جداسازي پروتئینPEG ش طول زنجیره پلیمر در فازپرداختند. نتایج این تحقیق نشان داد که افزای
محیط و غلظت نمک سدیم   pH و دماي سیستم، تأثیر منفی بر جداسازي داشت. در مقابل، افزایش PEG این حال، افزایش وزن مولکولی

–PEG 400 شرایط براي جداسازي در این مطالعه با استفاده از سیستمطور خاص، بهترین کلرید، موجب بهبود بازده جداسازي گردید. به

PAA20 ℃ ، در دماي ،pH  و غلظت یک مولار نمک سدیم کلرید حاصل شد8برابر با ،.Chethana et al., (2006)  دو فازي از سیستم
استفاده کردند. نتایج حاصل نشان داد که بخش قابل توجهی از  (BSA) و زانتان براي استخراج پروتئین آلبومین سرم گاوي PEG آبی

بازیابی زانتان پس از انجام فرایند هاي خاص سیستم اشاره دارد که امکان وارد شد. این مطالعه همچنین به ویژگی PEG پروتئین به فاز
 .وري فرآیند، اهمیت قابل توجهی داردسازد، که از منظر پایداري و بهرهاستخراج را فراهم می

 شناسی پژوهشروش
 شهرکرد یحلاز بازار م (.Lathyrus Rotundifolius Lی )شیو بذر ني تحقیقات دیم کشور ( از مؤسسه.Lathyrus sativus Lبذر خلر )

صات شرکت ر اساس برگه مشخ)ب kDa 250~ یبیمتوسط تقر یاز شرکت زمزم با وزن مولکول يتجار یصمغ عربریداري شدند. خ
 .باشندیم یشگاهیدرجه خلوص آزما يپژوهش، دارا نیاستفاده شده در ا ییایمیمواد ش ریشد. سا هی( تهدکنندهیتول
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 های شیمیایی آرد دانه خلر و نیشی تعیین ویژگی

غربال  50سازي، آسیاب شده و سپس با استفاده از الک استاندارد با مش هاي خلر و نیشی پس از پاکمنظور استخراج پروتئین، ابتدا دانهبه
گیري شد. میزان چربی، رطوبت و خاکستر بر اساس اندازه × N 25/۶ شدند. محتواي پروتئین آرد حاصل با روش کلدال و ضریب تبدیل

هاي ر اساس پروتکلب  Ankomتعیین گردید. همچنین مقدار فیبر خام با استفاده از دستگاه و روش AOAC ي رسمیهادستورالعمل
 .(Intl, 1995) استاندارد تعیین شد

 برای قابلیت استخراج پروتئین pHاثر نمک و 

 ،0٫2هاي سدیم کلرید با غلظتهاي بر قابلیت استخراج پروتئین، آرد دانه خلر و نیشی در آب مقطر و محلول pH براي بررسی اثر نمک و

. شدند زدههم دقیقه در دور 300 سرعت با ساعت 2 مدت به و شده مخلوط( لیترمیلی به گرم) 1:10 حجمی-وزنی نسبت به مولار 1 و 0٫۶
هاي هیدروکلریک اسید و سدیم هیدروکسید )با ها با استفاده از محلولآن pH و شده منتقل آزمایش هايلوله به حاصل هايسوسپانسیون

دقیقه در حمام اولتراسونیک قرار  30ها به مدت در مرحله بعد، نمونه. تنظیم شد 10تا  pH 2 يمولار( در محدوده 1و  1/0هاي غلظت
 g × 4000 دقیقه در سرعت 30مدت ها به. در نهایت، نمونهطور مداوم مخلوط شدندزن مغناطیسی بهدقیقه دیگر با هم 30گرفتند و سپس 

س از جداسازي فاز مایع، محتواي پروتئین محلول با استفاده از روش برادفورد و پ. (Achouri, Nail, & Boye, 2012) سانتریفیوژ شدند
 .(Bradford, 1976) گیري گردیدعنوان استاندارد، اندازهآلبومین سرم گاوي به

 یو صمغ عرب کولیگل لنیاتیپل یآب برای سیستم دو فازی یفازدیاگرام  میترس

 نی. ارودیشمار مبه ATPS دو فازي آبی ستمیاستخراج به روش س يسازنهیو به یدر طراح يدیاز مراحل کل یکی يفاز اگرامیرسم د
و  ن،ییبالا و پا يسازنده در فازها يتعادل، غلظت اجزا طیدر شرا يدوفاز ستمیس لیتشک يلازم برا يهاغلظت ینیبشیامکان پ هااگرامید

مورد  ستمیس يفاز اگرامیپژوهش، د نیدر ا.  (Iqbal et al., 2016; Saravanan et al., 2006)سازندیفازها را فراهم م ینسبت حجم
 دیگرد نیی( تعcloud point titration) ينقطه ابر ای یسنجکدورت ونیتراسیتفاده از روش تبا اس ،یو صمغ عرب PEG 4000نظر شامل 

(Zhang et al., 2016) . وزنی-درصد وزنی 50بدین منظور، مقدار مشخصی از محلول استوک PEG 4000  50به درون یک بشر 
آرامی زمان، ترموستات بر دماي محیط تنظیم شد و محلول بهوزن آن ثبت گردید. هم شده منتقل شد ولیتري خشک و از پیش وزنمیلی
قطره به داخل بشر اضافه گردید تا زمانی صورت قطرهوزنی( به-درصد وزنی 40زده شد. سپس محلول صمغ عربی )با غلظت تقریبی هم

در ادامه،  .ثبت گردید 1m عنواندر این مرحله، وزن محلول بهزدن بیشتر برطرف نشود. که محلول دچار کدورت شده و این کدورت با هم
قطره افزوده شد و پس از شفاف شدن، مجددا  وزن نهایی محلول صورت قطرهمنظور برگشت محلول به وضعیت شفاف، آب مقطر بهبه
گیري شدند. دازهان nmتا  3m صورت متوالیبهثبت شد. این فرآیند در دفعات متعدد تکرار گردید و مقادیر مربوط به نقاط ابري  2mان عنوبه

 .کار گرفته شدمنظور ترسیم منحنی فازي و تعیین ناحیه تشکیل سیستم دوفازي بهآمده بهدستهاي بهداده

𝐶1(%) = (
(𝑚1 − 𝑚𝑎)𝑐

𝑚𝑛 − 𝑚𝑎
) × 100 

 (1رابطه 

𝐶2 (%) = (
(𝑚1 − 𝑚2) … + (𝑚𝑛−1 − 𝑚𝑛−2)

𝑚𝑛 − 𝑚𝑎
) × 100 

 (2رابطه 

در هر ترکیب سیستم دوفازي محاسبه شد و با  (C₂) و صمغ عربی (C₁) اتیلن گلیکول(، کسر جرمی پلی2)( و 1بر اساس روابط )
هاي مختلف سیستم را به دو ناحیه ها، نمودار فازي سیستم رسم گردید. منحنی حاصل از ترسیم دیاگرام فازي، ترکیباستفاده از این داده
عنوان شود و بهنحنی قرار دارد، مربوط به شرایطی است که تنها یک فاز آبی همگن تشکیل میکند. ناحیه اول که در زیر ممجزا تقسیم می

هایی است که منجر به تشکیل دو فاز مجزاي شود. در مقابل، ناحیه دوم که بالاي منحنی قرار دارد، معرف ترکیبفازي شناخته میناحیه تک
دو فازي نتخاب شرایط بهینه در طراحی فرایند استخراج پروتئین با استفاده از سیستم بندي فازي، مبنایی براي اشوند. این تقسیمآبی می

 .(1397، د )همایونفالآورفراهم می آبی

 سیستم دو فازی آبی آماده سازی

ي پلیمرها شدهگیري شد که در هر دو، غلظت از پیش تعیین، از دو روش مجزا بهرهدو فازي آبیبراي استخراج پروتئین با استفاده از سیستم 
 5/8نهایی سیستم در هر دو روش روي   pHشده مورد استفاده قرار گرفت. مطابق با مطالعات پیشین، بر اساس منحنی دوفازي ترسیم

  .(Iqbal et al., 2016; Jiang et al., 2020; Saravanan et al., 2008) تنظیم شد
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هاي مشخص مطابق منحنی دوفازي در آب مقطر صورت جداگانه در غلظتو صمغ عربی به (PEG) اتیلن گلیکولپلی روش الف:

آن با استفاده  pH لر در آب مقطر تهیه گردید وخزمان، سوسپانسیونی از آرد نیشی و طور همزده شدند. بهدقیقه هم 30حل شده و به مدت 
زدن قرار گرفت و سپس براي حذف دقیقه تحت هم ۶0مدت تنظیم شد. این سوسپانسیون به 5/9 مولار روي 1و  1/0 محلول سوداز 

ي آردي با یکدیگر مخلوط هاي پلیمري و نمونهفیوژ شد. پس از آن، محلولسانتری g 4000 × دقیقه در سرعت 10مدت ها بهناخالصی
 10مدت آمده براي جداسازي فازها بهدستتنظیم شد تا محیط همگن حاصل گردد. مخلوط به 5/8ي نهایی ترکیب بر رو pH گردیدند و
ساعت قرار داده شدند تا شرایط تعادل کامل بین فازها  24ها در دماي محیط به مدت سانتریفیوژ شد. سپس، نمونه g 3000 × دقیقه در

صورت جداگانه با استفاده از روش برادفورد گیري شده و مقدار پروتئین در هر فاز بهزهبرقرار شود. در پایان، حجم فازهاي بالا و پایین اندا
ها پیش از سنجش پروتئین امري رل رقت نمونههاي پلیمري، کنتي بالاي سیستمدلیل ویسکوزیتهتعیین گردید. لازم به ذکر است که به

 .ضروري بود

  pHشد. ها افزوده آنبه  و سپس مقدار مشخصی از آرد و آب مقطر تهیهو صمغ عربی  PEG هاي استوکابتدا محلول :روش ب

 10مدت مذکور به ه، ترکیبزدن قرار گرفت. در ادامدقیقه تحت هم ۶0مدت تنظیم شده و سوسپانسیون حاصل به 5/8 کل سیستم روي
با روش نخست، براي اطمینان از  حذف گردند. مشابهها سانتریفیوژ شد تا فازها از یکدیگر جدا شوند و ناخالصی  g 3000 × دقیقه در در

 ساعت در دماي محیط نگهداري شد. پس از رسیدن به تعادل، حجم فازهاي بالا و پایین 24مدت دستیابی به تعادل کامل، سوسپانسیون به
 .ر گرفتگیري شد و مقدار پروتئین موجود در هر فاز با استفاده از روش برادفورد مورد ارزیابی قرااندازه

 ATPS فرآیند یپارامترها یینتع  

و راندمان  )K( 2تفکیک یب، ضر(R) 1صورت نسبت حجمیشود بهي توصیف میفرآیند جداساز یابیارزمنظور به پارامترهاي فرآیند که

3استخراج
 )E( ندشد با معادلات زیر محاسبه )2024; Mohseni et al., 2018Garcia et al., (.  

𝑅 =  𝑉𝑇 𝑉𝐵⁄  (3رابطه       

𝐾 = 𝐶𝑇 𝐶𝐵⁄  (4رابطه       

𝐸 (%) =
𝐶𝑇𝑉𝑇

𝐶𝑇𝑉𝑇 + 𝐶𝐵𝑉𝐵
=

𝐾𝑅

1 + 𝐾𝑅
 (5رابطه  

محاسبه شد. همچنین، ضریب تفکیک  )BV (به حجم فاز پایینی )TV (صورت نسبت حجم فاز بالاییحجمی فازها بهنسبت 
عنوان به تعریف گردید. راندمان استخراج )BC (آن در فاز پایین به غلظت )TC (صورت نسبت غلظت پروتئین در فاز بالابه هاپروتئین

 .تن هر دو عامل نسبت حجمی و ضریب تفکیک تعیین شدشاخصی از کارایی استخراج، با در نظر گرف

هاي متفاوت پلیمرها بر اساس راندمان استخراج تحت شرایط مختلف عملیاتی بررسی گردید. این شرایط شامل غلظت همچنین
، 20(، و دماهاي 1:5و  1:10، 1:15، 1:20هاي مختلف جامد به مایع )، نسبت۶0و  50، 40، 30هاي دیاگرام فازي، اندازه ذرات آرد با مش

دو فازي هاي خلر و نیشی در سیستم منظور تعیین شرایط بهینه استخراج پروتئین از دانهن متغیرها بهبود. ای سلسیوسدرجه  40و  30، 25
 .مورد ارزیابی قرار گرفتند آبی

  (SDS-PAGE) الکتروفورز الگوی تعیین

درصد ژل 12 لاستفاده شد. این آزمون در قالب ژل عمودي شام SDS-PAGE، از روش هاي پروتئینیمنظور بررسی فراکسیونبه  
 يها در دمانمونه .صورت گرفت (Bio-Rad Laboratories, Mini- Protean 3 Cell)کننده متراکمدرصد ژل  5و  دیآم لیجداکننده آکر

 pH 8مولاریلیم pH 8/۶ ،EDTA  5/12 مولاریلیم Tris HCl 50) اکنندهیاحدر بافر نمونه  قهیدق 10به مدت  گرادیدرجه سانت 95 ℃
ها توسط سرنگ مخصوص به چاهک هانمونه. سپس ( واسرشته شدندآبی درصد برموفنل 02/0و  مرکاپتواتانول -β درصد  SDS، 1درصد  2 ،

 Coomassie Brilliant blue R-250 (Merck يزیها با محلول رنگ آمشد. ژلاعمال ولت  150با ولتاژ ثابت الکتروفورز  وتزریق 

KGaA)  شدند. بريرنگ ،درصد 20متانول و  کیاست دیدرصد اس 10ساعت در محلول  48و به مدت  يزیآمساعت رنگ  12به مدت 

                                                                                                                                                                                
1. Volume ratio 

2. Partition coefficient  

3. Extraction Yield 
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با  شدهيزیآمرنگ يهاژل ت،یدر نها عنوان استاندارد استفاده شد.به  (SMOBIO, PM1500) شده يزیآم از قبل رنگ ینیپروتئ مارکِر

 یبیتقرطور به 1ژل اسکنر آلفا افزاربا نرم یبیطور تقربه ینیپروتئ يو شدت باندها تیو موقع دندیاسکنر اسکن گرداستفاده از دستگاه ژل

 . پردازش و بررسی شد ImageJافزار تر، تصویر ژل با استفاده از نرمهمچنین، براي تحلیل دقیق .(Laemmli, 1970) گردیدمحاسبه 

 طرح و آنالیز آماری

ها در سه در قالب طرح کاملا  تصادفی انجام گرفت. کلیه آزمایش و 22نسخه  SPSS افزارها با استفاده از نرمداده تجزیه و تحلیل آماري

 تحلیل از تیمارها، میان تفاوت معناداري رسیبر جهت. گردیدند گزارش معیار انحراف ±صورت میانگین تکرار مستقل انجام شدند و نتایج به
صورت گرفت.  05/0در سطح احتمال  (Tukey) اي توکیها با آزمون چند دامنهشد و مقایسه میانگیناستفاده  (ANOVA) واریانس

 .استفاده گردید T همچنین، براي مقایسه بین دو نمونه مستقل، از آزمون

 های پژوهش و بحثیافته

 ترکیبات شیمیایی نیشی و خلر 

 ۶7/27شی و درصد در نی ۶5/24ارائه شده است. نتایج نشان داد که پروتئین با میانگین  1هاي خلر و نیشی در جدول ترکیب شیمیایی دانه
ي بیشتر از نیشی بود. همچنین، معنادارطور رود. مقدار پروتئین در دانه خلر بهشمار میها بهدرصد در خلر، یکی از ترکیبات اصلی این دانه

درصد( بیشتر از  07/3ر نیشی )درصد( گزارش شد. محتواي فیبر خام نیز د 0۶/2درصد( بیشتر از خلر ) 4/2ان چربی خام در دانه نیشی )میز
سوي  درصد( مقدار بالاتري داشت. از 38/2درصد( نسبت به نیشی ) 92/2که میزان خاکستر در دانه خلر )درصد( بود، در حالی 97/2خلر )

درصد پروتئین در  30تا  20هاي پیشین، حبوبات معمولا  داراي مطابق با گزارشت. بت در دو نمونه اختلاف معناداري نداشدیگر، مقدار رطو
درصد  1۶/2۶ر با برابنیز میزان پروتئین دانه خلر را  Feyzi et al. (2018) .(Gundogan & Karaca, 2020) دهر گرم ماده خشک هستن

تواند ناشی از عوامل مختلفی از جمله این اختلاف می. کمتر استاندکی آمده در مطالعه حاضر دستکه مقدار آن از میزان به اندگزارش کرده
سازي نمونه )مانند درجه آسیاب هاي آمادهاي کشت، تفاوت در ژنوتیپ یا رقم گیاهی مورد استفاده، تفاوت در روشو منطقهشرایط اقلیمی 

اند که عوامل محیطی و هاي مشابه نیز نشان دادهگیري پروتئین باشد. گزارشزدایی( و نیز نوع روش شیمیایی اندازهو شرایط رطوبت
 .(Qayyum et al., 2012; Romano et al., 2019) قولات شوندتغییرات قابل توجهی در ترکیب شیمیایی ب توانند باعثشناختی میروش

 

 ترکیبات شیمیایی نیشی و خلر .1جدول 
 )درصد( ترکیب شیمیایی پروتئین چربی فیبر خاکستر رطوبت

a 05 /0 ± 83/9 b 03 /0 ± 38/2 a 01/0 ± 07/3 a03/0 ± 4/2 *b 0۶/0 ± ۶5/24 آرد نیشی 

a 07/0 ± 89/9 a03/0 ± 92/2 b 02/0 ± 97/2 b03/0 ± 0۶/2 a 05 /0 ± ۶7/27 آرد خلر 

 (p < 05/0) است دارمعنا يهااست. حروف مختلف در هر ستون نشان دهنده تفاوت انحراف استاندارد ± تکرار 3 نیانگیداده ها نشان دهنده م*

 
اي، بلکه با هدف شناسایی هاي بدیهی گونهخلر و نیشی نه صرفا  براي تأیید تفاوتي در این مطالعه مقایسه ترکیبات شیمیایی دو گونه

تر، شدهاي شناختهعنوان گونهخلر به. ها انجام شدهاي آنمحدودیت وها و تعیین نقاط قوت اي و صنعتی هر یک از این دانهظرفیت تغذیه
هاي تواند بر ویژگیهایی میداد. چنین تفاوت دیر بیشتري فیبر خام و چربی نشانکه نیشی مقاداراي محتواي پروتئین بالاتري بود، در حالی

تواند براي تولید محصولات غنی از فیبر مورد توجه قرار گیرد، عنوان مثال، نیشی میعملکردي در فرمولاسیون مواد غذایی اثرگذار باشد؛ به
طور که در هاي مختلف یک جنس، همانئین بالا است. مقایسه بین گونهتر براي محصولات با پروتاي مناسبکه خلر گزینهدر حالی
اي و عملکردي هر گونه است. این مقایسه امکان هاي پیشین نیز گزارش شده، روشی کاربردي براي شناسایی نقاط قوت تغذیهپژوهش

ورد مت غنی از پروتئین یا فیبر در صنایع غذایی تري براي تولید محصولاعنوان منبع مناسبتواند بهدام گونه میدهد تا مشخص شود کمی
 .استفاده قرار گیرد

 
 

                                                                                                                                                                                
1. Alpha gel scanner 
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 بررسی فرآیند استخراج

 و غلظت نمک pHاثر 

مولار  1و  ۶/0، 2/0 هايغلظتهاي سدیم کلرید با ي نیشی و خلر، در آب مقطر و محلولشدهزداییقابلیت استخراج پروتئین از آرد چربی
ارائه شده است. کمترین قابلیت استخراج پروتئین  1-4نتایج حاصل در شکل و  مورد بررسی قرار گرفت 10تا  2بین  pH يو در محدوده

هاي طور مشابه، در حضور محلولمشاهده شد. به(  pIنزدیک به نقطه ایزوالکتریک،) 4حدود  pH براي هر دو نمونه در آب مقطر و در
هاي اسیدي و pH  که دردست آمد، در حالیبه pH يلیت پروتئین در همین محدودهمولار نیز حداقل حلا ۶/0و  2/0هاي نمکی با غلظت

نسبت به نقطه ایزوالکتریک موجب باردار شدن پروتئین )مثبت یا منفی( و در  pH افزایش یا کاهش. قلیایی، میزان استخراج افزایش یافت
یابند ها کاهش میکنش، این برهمpI گردد. در مقابل، در نزدیکیمی هاي آبهاي پروتئین و مولکولکنش بین مولکولنتیجه افزایش برهم

ترتیب شود. بیشترین قابلیت استخراج پروتئین براي آرد نیشی و خلر در آب مقطر، بهپذیري پروتئین در محیط میکه منجر به کاهش انحلال

پذیري پروتئین در افزودن نمک به محیط، موجب بهبود حلد. لیتر مشاهده شگرم در میلیمیلی 38/12±39/0و  88/12±13/0 برابر با
شد، این اثر کاهش یافت. با افزایش هاي قلیایی که حداکثر استخراج در آب مقطر مشاهده میpH گردید، اما در pH تري ازي وسیعمحدوده

غلظت یک مولار نمک، بیشترین میزان خنثی و حتی در نقطه ایزوالکتریک بارزتر شد. در  pH غلظت نمک، تأثیر منفی آن در نزدیکی

دست به 5/8برابر  pH لیتر و درگرم در میلیمیلی 01/11 ±17/0و  40/10 ± 18/0 ترتیب برابر بااستخراج پروتئین براي آرد نیشی و خلر به
هاي حاضر، نتایج بق با یافتهمطا. ( مشاهده گردید5/2تر )حدود پایین pH آمد. همچنین، در همین غلظت نمک، حداقل قابلیت استخراج در

ویژه در شرایط قلیایی، منجر به نیز نشان داد که افزودن محلول نمک در مقایسه با آب مقطر، به Eromosele et al., (2008) مطالعه
یکی از دلایل کاهش قابلیت استخراج پروتئین در حوالی نقطه ایزوالکتریک، کاهش بار . شودبهبود چشمگیري در استخراج پروتئین نمی
ي الکترواستاتیکی بین ذرات به حداقل ها به صفر، دافعهل نزدیک شدن بار سطحی پروتئیندلیخالص پروتئین است. در این شرایط، به

پذیري و در نهایت، افت استخراج پروتئین یابد. این پدیده منجر به کاهش انحلالرسد و در نتیجه، تمایل به تجمع و رسوب افزایش میمی
یابد. هاي پروتئینی افزایش میتر از نقطه ایزوالکتریک قرار گیرد، بار خالص مولکولمحیط بالاتر یا پایین pH کهشود. در مقابل، هنگامیمی

د گردها میپذیري پروتئینپذیري و استخراجي الکترواستاتیکی بین ذرات، کاهش پتانسیل تجمع و افزایش حلاین امر موجب افزایش دافعه
(Eromosele et al., 2008; Jyothirmayi et al., 2006; Tirgar et al., 2017). Wang et al. (2011)  به بررسی استخراج پروتئین

این مطالعه، پارامترهاي استخراج بهینه شامل نسبت آرد به مایع  ي فرآیند پرداختند. بر اساس نتایجي ماش و تعیین شرایط بهینهاز دانه
و زمان استخراج برابر  4/4دهی معادل رسوب  pH،97/8حیط استخراج برابر با م pH، 74/31 ℃ درصد، دماي استخراج معادل 10برابر با 

 .دقیقه پیشنهاد شدند 24/33با 
موجب افزایش حلالیت پروتئین  (salting-in) اي تحت عنوان ورود با نمکایجاد پدیدههاي پایین با ها در غلظتطور کلی، نمکبه   

 موجب که است حلال-پروتئین هايکنشبرهم تقویت مقابل در و پروتئین-هاي پروتئینکنشگردند. این اثر ناشی از تضعیف برهممی
 خروج با نمک هاي بالاتر نمک، اثر معکوسدر مقابل، در غلظت. (Zayas, 1997) دشومی محلول فاز در هاپروتئین بیشتر پایداري

(salting-out) هاي آب است. از آنجا هاي پروتئین براي جذب مولکولهاي نمک و مولکولبین یون شود که ناشی از رقابتمشاهده می
هاي آب، کاهش حلالیت، ها به مولکولهاي نمک دارد، این پدیده منجر به کاهش دسترسی پروتئینکه آب تمایل بیشتري به اتصال به یون

ها نمک به بیش از یک مولار موجب کاهش قابل توجه حلالیت پروتئین عنوان مثال، افزایش غلظتشود. بهها میو در نهایت رسوب پروتئین
کنجاله ، (Sara et al., 2020) این رفتار در مورد سایر منابع پروتئینی از جمله آلبومین آفتابگردان. (Gerzhova et al., 2016) تشده اس

علاوه بر این، . نیز گزارش شده است (Eromosele et al., 2008)یقایی آفر ینیزمیبدانه س و (Gerzhova et al., 2016)انولا ک
Eromosele et al. (2008) طور قابل توجهی مولار نمک کلرید سدیم، نقطه ایزوالکتریک پروتئین به 1.5محلول حاوي  نشان دادند که در

ها هاي نمک بر رفتار بار سطحی و حلالیت پروتئیندهنده تأثیر یونشود، که خود نشانجابجا می 2حدود  pH به 5حدود  pH تغییر کرده و از
 .هاي دوفازي استدر محلول
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 ها. الف( نیشی؛ ب( خلریناستخراج پروتئ یتبر قابل نمک سدیم کلرید غلظتو  pH اثر .1شکل 

 دو فازی آبیسیستم 

 فازی دیاگرام 

دهد. مطابق با این نمودار، ناحیه بالاي و صمغ عربی را نمایش می PEGشده از تشکیل دو فازي آبی، نمودار فازي سیستم 2شکل 
شود، صمغ عربی طور که در شکل مشاهده میشوند. همانمی PEG به تشکیل فاز غنی ازهایی است که منجر دهنده ترکیبمنحنی نشان

زیر منحنی فازي قرار  PEG ترهاي پایینکه غلظتقادر به ایجاد سیستم دوفازي است، در حالی PEG تري نسبت بههاي پاییندر غلظت
 هاي بالاتري ازشکیل فاز دوفازي در حضور صمغ عربی، به غلظتدهند. بنابراین، براي تفاز تشکیل میگرفته و در نتیجه سیستم تک

PEG ها گیرد. این سیستمشکل می دو فازي آبیها سیستم نقاط واقع در بالاي منحنی فازي، معرف شرایطی هستند که در آن. نیاز است
در مطالعه حاضر و بر اساس اطلاعات  .(Chao & Shum, 2020) درصد وزنی، هستند 80معمولا  داراي محتواي بالاي آب، بیش از 

درصد( بر راندمان استخراج  3و  2، 1، 0.5درصد( و صمغ عربی ) 25و  10 ،15 ،20) PEG هاي مختلف، تأثیر غلظت2شده در شکل ارائه
دلیل هاي حاصل از نمودار فازي نشان داد که بهداده. هاي لازم انجام شدور تعیین شرایط بهینه، ارزیابیمنظمورد بررسی قرار گرفت و به

کیلو دالتون(، مقدار کمتري از آن براي تشکیل سیستم دوفازي کافی است. این رفتار را  250وزن مولکولی نسبتا  بالاي صمغ عربی )حدود 
هاي آب و پروتئین نسبت داد که در کنش با مولکولهاي پلیمري بلندتر در برهمیی بیشتر زنجیرهتوان به افزایش ویسکوزیته و توانامی

زانتان -PEG  هايشده در سیستمشود. این نتیجه مشابه الگوي مشاهدهتر فازها و پایداري بیشتر سیستم مینهایت منجر به جدایش سریع
 .(Chethana et al., 2006) است

0

2

4

6

8

10

12

14

0 2 4 6 8 10 12

E
x
tr

ac
ta

b
le

 p
ro

te
in

 (
m

g
/m

l)

pH

distillated water

0.2M NaCl

0.6M NaCl

1M NaCl

الف

0

2

4

6

8

10

12

14

0 2 4 6 8 10 12

E
x
tr

ac
ta

b
le

 p
ro

te
in

 (
m

g
/m

l)

pH

distillated water

0.2M NaCl

0.6M NaCl

1M NaCl

ب



 33 ...های خلر ها از دانهعظیمی و همکاران: استخراج پروتئین پژوهشی( -)علمی 

 
 درصد( 40) یو صمغ عربدرصدPEG 4000 (50  ) یدیاگرام فاز .2 شکل

 ATPSبا روش  استخراج طیشرا یساز نهیبه

 ATPS راندمان استخراجبر و صمغ عربی  PEGغلظت  اثر

کند. اي در راندمان استخراج پروتئین ایفا میکنندهبوده و نقش تعیین دو فازي آبییکی از پارامترهاي کلیدي در طراحی سیستم   PEGمقدار
، و دماي 50شده با مش ، آرد الک1:10، آزمایشی با ترکیب ثابت یک درصد صمغ عربی، نسبت جامد به مایع PEG براي بررسی اثر غلظت

افزایش یافته و در مقابل، حجم فاز  (PEG فاز غنی از )، حجم فاز بالاPEG  تایج نشان داد که با افزایش غلظتانجام شد. ن 25 ℃ ثابت
 شود، بازده استخراج پروتئین با افزایش غلظتالف مشاهده می-3گونه که در شکل همانت. پایین )فاز غنی از صمغ عربی( کاهش یاف

PEG  توان به این صورت تبیین کرد که افزایش درصد کاهش یافته است. این رفتار را می 25غلظت  درصد روند افزایشی داشته و در 20تا
سازد که موجب بهبود استخراج هاي پروتئین فراهم میکنش با مولکولهاي فعال بیشتري براي برهم، سطح تماس و مکانPEG غلظت

طور چشمگیري نفوذپذیري به داخل ماتریکس نمونه را کاهش حیط بههاي بالاتر، افزایش ویسکوزیته مگردد. با این حال، در غلظتمی
ها در فاز بالا شود تواند موجب کاهش حلالیت پروتئینمی PEG کاهد. همچنین، افزایش غلظتداده و در نتیجه از بازده کلی استخراج می

الف، راندمان استخراج در روش الف نسبت به -3کل هاي شبر اساس دادهد. گردها از فاز هدف و افت راندمان میکه منجر به خروج آن
روش ب براي هر دو دانه نیشی و خلر بالاتر گزارش شد. افزون بر آن، در هر دو روش، آرد نیشی نسبت به آرد خلر بازده استخراج نسبتا  

 درصد 20ی در مصرف انرژي، غلظت جویبالاتري را نشان داد. با در نظر گرفتن بازده استخراج بهینه و ملاحظات عملی از جمله صرفه

PEG د.عنوان شرایط بهینه براي ادامه فرایند استخراج انتخاب شبه 
، PEGدرصد  20ب ارائه شده است. در این بررسی، سیستم شامل -3تأثیر غلظت صمغ عربی بر راندمان استخراج پروتئین در شکل 

بود. با افزایش غلظت صمغ عربی، حجم فاز بالایی کاهش و  25 ℃ ثابت، و دماي 50شده با مش ، آرد الک1:10نسبت جامد به مایع 
درصد  1درصد به  5/0ب، راندمان استخراج با افزایش غلظت صمغ عربی از -3هاي شکل حجم فاز پایینی افزایش یافت. مطابق با یافته

فزایش اندک غلظت صمغ عربی، تحرک د. اج مشاهده شي در بازده استخرامعنادارهاي بالاتر از آن، کاهش افزایش پیدا کرد، اما در غلظت
هاي بالاتر، شود. با این حال، در غلظترا افزایش داده و سبب بهبود استخراج می PEG هاي کوچک پروتئین به سمت فاز غنی ازمولکول

ابد و در نتیجه راندمان استخراج افت یها کاهش میبه دلیل افزایش شدید ویسکوزیته و کاهش حجم آب آزاد در فاز پایین، حلالیت پروتئین
ب مشخص است، بازده استخراج پروتئین براي دانه نیشی نسبت به خلر بالاتر بود. همچنین، استخراج -3طور که در شکل کند. همانمی

هر دو نوع پروتئین بیشترین میزان استخراج براي ت. نسبت به روش ب داش بیشتريي بازده معنادارطور با روش الف در هر دو نمونه به
درصد صمغ عربی حاصل شد و این نتیجه در هر دو روش استخراج )الف و ب( تأیید  1و  PEG درصد 20نیشی و خلر در ترکیب حاوي 

در رفتار  ياکنندهنییآن، نقش تع عیو توز یوزن مولکول ژهیوبه ،یصمغ عرب ییایمیکوشیزیف يهایژگیذکر است که و انی. شاگردید. 
 رگذاریتأث یآب يدو فاز يهاستمیبر رفتار س تواندیاست که م یاز جمله عوامل یصمغ عرب ی. وزن مولکولکندیم فایا يدو فاز يهاستمیس

فازها،  شیجدا زانیم زیو ن هانیبا پروتئ يمریپل يهارهیکنش زنجبرهم ينحوه ط،یمح تهیسکوزیدر و رییبا تغ ،یمولکولباشد. تفاوت در وزن 
 نیدالتون استفاده شد؛ بنابرا لویک 250متوسط حدود  یبا وزن مولکول یدارد. در مطالعه حاضر از صمغ عرب میاستخراج اثر مستق ییبر کارا
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 یبا وزن مولکول ییهااست که در صورت استفاده از صمغ یهیشوند. بد ریخاص تفس یژگیو نیدر چارچوب ا دیآمده بادستبه يهاافتهی
 گزارش شده است زین نیشیپ يهاکه در پژوهش یموضوع ابد،ی رییتغ يطور معناداراستخراج و بازده به يهامتفاوت، ممکن است الگو

(Garcia et al., 2018; Saravanan et al., 2008) .در این شرایط، فاز غنی از PEG طور مؤثري پروتئین را جذب کرده و فاز غنی به
 Saravanan et al. (2008)که طوريستا است؛ بهراعنوان فاز مقابل عمل نمود. این روند با نتایج مطالعات پیشین هماز صمغ عربی به

 .یابدبالا و غلظت کلرید سدیم بهبود می pH ها در حضورطور عمده در فاز بالا تجمع یافته و جداسازي پروتئینبه PEG 4000 نشان دادند
را تقویت  PEG ها به فاز غنی ازبالاتر از نقطه ایزوالکتریک، تمایل پروتئین pH گزارش کردند که افزایش Iqbal et al. (2016)همچنین 

بیشتر به فاز بالا مهاجرت کرده  PEG 1000 لاکتآلبومین در سیستم-نیز حاکی از آن بود که آلفا Jiang et al. (2020)هاي یافته کند.می
درصد گزارش  ۶2/99نیز بالاترین بازده استخراج را تا میزان  Zeng et al. (2013) د.دست آمدرصد به 54/87ه استخراج آن برابر با و بازد
گرم بر مول( و صمغ عربی را براي  4000اتیلن گلیکول )با وزن مولکولی شامل پلی دو فازي آبیهاي ، شماتیکی از سیستم4شکل  .کردند

 .دهدها نمایش میاستخراج و جداسازي پروتئین

 
 

 
 بر بازده استخراجو ب( صمغ عربی  (PEG. الف( تأثیر غلظت پلی اتیلن گلیکول )3شکل 

 

 
 یو صمغ عرب (PEG) کولیگل لنیاتیپلحاوي  دو فازي آبی شکل شماتیک سیستم. 4شکل 
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 ATPSاستخراج  راندمان بر ثیر اندازه ذراتأت

دهد. در این آزمایش، سایر شرایط از جمله راندمان استخراج پروتئین نشان می ( را بر۶0و  50، 40، 30تأثیر اندازه ذرات آرد )مش  5شکل 
ها یکسان در نظر گرفته ، براي همه نمونه25 ℃ ، و دماي ثابت1:10، یک درصد صمغ عربی، نسبت جامد به مایع PEG درصد 20غلظت 

توان به شکسته شدن ساختار افزایش یافت. این افزایش را میصورت پیوسته ، بازده استخراج به50به  30با کاهش اندازه ذرات از مش  شد.
دنبال آن افزایش سطح تماس بین ذرات و حلال نسبت داد. در این شرایط، آزادسازي مؤثرتر هاي گیاهی در طی فرایند آسیاب و بهسلول

منجر به کاهش  ۶0به  50ر اندازه ذرات از مش یابد. با این حال، کاهش بیشتسلولی رخ داده و استخراج پروتئین بهبود میترکیبات درون
ها شده و در حد ریز بودن ذرات باشد که موجب تراکم و چسبندگی بین آنازبازده استخراج گردید. این کاهش ممکن است به دلیل بیش

هش داده و مانع از حل کامل و ها محدود گردد. این محدودیت نفوذ، ظرفیت انتقال جرم را کانتیجه، نفوذ مایع به درون ذرات و میان آن
ي بهینه براي آرد نیشی و عنوان اندازهبه 50بر این اساس، اندازه ذره معادل مش  .(Mohseni et al., 2024)د شوها میسریع پروتئین

شود، چرا که تعادلی مناسب میان سطح تماس، نفوذپذیري و قابلیت پیشنهاد می دو فازي آبیخلر در فرآیند استخراج پروتئین با سیستم 
 رد.آوآزادسازي پروتئین فراهم می

 
 )مش( بر راندمان استخراج. تأثیر اندازه ذرات 5 شکل

 

ATPS استخراج راندمان برنسبت جامد به مایع ثیر أت

دهد. در این نشان می دو فازي آبیتأثیر نسبت جامد به مایع )نسبت آرد به حجم آب( را بر راندمان استخراج پروتئین در سیستم  ۶شکل 
، یک درصد صمغ عربی، اندازه ذرات PEGدرصد  20 شامل غلظتتحت شرایط ثابت  1:20و  1:15، 1:10، 1:5هاي مختلف مطالعه، نسبت
، 1:10به  1:5، با افزایش نسبت حلال از ۶آمده و شکل دستمطابق با نتایج بهد. مورد ارزیابی قرار گرفتن 25 ℃ و دماي 50آرد با مش 

بین ماده جامد و فاز مایع، افزایش نفوذپذیري و  توان به بهبود تماسطور قابل توجهی افزایش یافت. این افزایش را میبازده استخراج به
تفاوت معناداري در راندمان استخراج ایجاد نکرد،  1:15به  1:10شونده نسبت داد. با این حال، تغییر نسبت از کاهش غلظت نسبی مواد حل

، بازده استخراج 1:20سبت جامد به مایع به دهنده رسیدن سیستم به یک تعادل نسبی در شرایط استخراج بود. در ادامه، با افزایش نکه نشان
دلیل رقیق شدن بیش از حد محیط استخراج و کاهش مؤثر تماس میان فازها رخ داده است، که در کاهش یافت. این کاهش احتمالا  به

دو فازي هاي سیستمرسد که ظرفیت استخراج نظر میبر این اساس، بهد. شووري انتقال جرم در سیستم مینهایت منجر به کاهش بهره
 ,.Li et al) اي مشخص از نسبت جامد به مایع توانایی استخراج مؤثر ترکیبات هدف را داردمحدود بوده و هر ترکیب تنها در دامنه آبی

عنوان نسبت بهینه جامد به به 1:10جویی در مصرف حلال، و پایداري سیستم، نسبت با در نظر گرفتن کارایی استخراج، صرفه .(2016
 .گرددع در این پژوهش پیشنهاد میمای

 ATPSاستخراج  راندمان بردما ثیر أت

سازي این پارامتر، فرآیند استخراج منظور بهینهرود. بهشمار میها بهدما یکی از عوامل مهم و تأثیرگذار در استخراج و جداسازي مؤثر پروتئین
، یک درصد صمغ عربی، PEGدرصد  20. سایر شرایط از جمله غلظت گراد انجام شددرجه سانتی 40و  30، 25، 20در دماهاي مختلف 

اند، نشان دادند که ارائه شده 7نتایج حاصل که در شکل د. ثابت در نظر گرفته شدن 1:10و نسبت جامد به مایع  50اندازه ذرات آرد با مش 
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توان به کاهش طور محسوسی افزایش یافت. این افزایش را می، بازده استخراج پروتئین بهسلسیوسدرجه  25به  20با افزایش دما از 
، منجر سلسیوسدرجه  30ویسکوزیته سیستم، بهبود تحرک مولکولی و افزایش ضریب نفوذ نسبت داد. با این حال، افزایش بیشتر دما از 

در دماهاي بالا نسبت داده شود که باعث  PEG ات ساختاري در پلیمرتواند به تغییربه کاهش راندمان استخراج گردید. این کاهش می
ها را این، دماي بالا احتمال دناتوره شدن ساختار طبیعی پروتئینبرشود. علاوههاي ترجیحی بین پلیمر و پروتئین میکنشکاهش برهم

نیز  Li et al. (2016) .(Saravanan et al., 2008; Zeng et al., 2013) گرددافزایش داده و در نتیجه باعث کاهش بازده استخراج می
دلیل کاهش ویسکوزیته حلال زده استخراج به، با30 ℃ اي بر استخراج آلبومین سرم گاوي مشاهده کردند که در دماهاي کمتر ازدر مطالعه

شدت کاهش ، بازده استخراج به 50 ℃ ویژه در دمايیابد. اما با افزایش دما، بهطور قابل توجهی افزایش میو افزایش ضریب نفوذ به
هاي آب سطحی پروتئین و نیز لکولهاي اسیدآمینه و موماندههاي هیدروژنی میان باقیکنشیابد. علت این پدیده، احتمالا  تخریب برهممی

 25 ℃ ، دماي7شده در شکل بر اساس این نتایج و با توجه به نمودار ارائهت. دناتوره شدن ساختار پروتئین در دماي بالا عنوان شده اس
 .صمغ عربی تعیین شد-PEG دو فازي آبیعنوان دماي بهینه براي استخراج پروتئین در سیستم به

 

 
 نسبت جامد به مایع بر راندمان استخراج. تأثیر 6 شکل

 

 
 . تأثیر دما بر راندمان استخراج7 شکل

 SDS-PAGEالکتروفورز  ژل  الگوی

، یک درصد صمغ عربی، نسبت جامد PEG درصد 20دهد که در شرایط بهینه شامل هایی را نمایش می، الگوهاي الکتروفورز نمونه8شکل 
بر اساس . اندو استفاده از روش استخراج الف، و با بیشترین بازده استخراج، تهیه شده 25 ℃ دماي، 50، اندازه ذرات مش 1:10به مایع 

کیلو دالتون قرار داشتند که شامل  120تا  19شده در نمونه نیشی در محدوده وزن مولکولی الف، باندهاي مشاهده-8نتایج حاصل از شکل 
کیلو  140تا  18کیلو دالتون بود. براي نمونه خلر نیز باندهایی در محدوده  120و  75، 50، 40، 3۶، 24، 19زیرواحدهاي عمده در حدود 

ن بودند. این نتایج با کیلو دالتو 140و  70، ۶2، 50، 40، 35، 2۶، 18هاي حدود دالتون مشاهده شد که زیرواحدهاي اصلی آن شامل وزن
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ي کیلو دالتون را در جدایه 93تا  17پپتیدي با وزن مولکولی بین است که زیرواحدهاي پلیراستا هم Shevkani et al. (2015)ي هایافته
، زیرواحدهاي غالب براي پروتئین نیشی داراي دو فازي آبیدهد که در فاز بالایی سیستم ب نشان می-8شکل  .لوبیاي قرمز گزارش کردند
کیلو دالتون بودند. در  40و  35، 2۶، 18هاي حدود لتون و براي پروتئین خلر داراي وزنکیلو دا 40و  35، 24، 19وزن مولکولی در حدود 

، 50، 35کیلو دالتون و در نمونه خلر شامل  120و  75، ۶3، 50، 35هاي مقابل، در فاز پایینی، زیرواحدهاي غالب در نمونه نیشی شامل وزن
کیلو  25تر )کمتر از پپتیدهاي با وزن مولکولی پایینتوان نتیجه گرفت که پلیا، میبر اساس این الگوهد. کیلو دالتون بودن 140و  70، ۶2

ها هاي جانبی این پروتئینتوان به تفاوت در زنجیرهاند. این تفاوت رفتاري را میدالتون( تمایل بیشتري به مهاجرت به فاز بالایی داشته
تر و در نتیجه آبدوستی بیشتر هستند و تمایل بیشتري به فاز هاي جانبی کوتاهیرهتر داراي زنجهاي سبکطوري که پروتئیننسبت داد؛ به

هاي جانبی بلندتر، آبدوستی کمتري دارند و در فاز غنی از دلیل زنجیرههاي با وزن مولکولی بالا بهکه پروتئیندارند. در حالی PEG غنی از
دوستی پلیمرهاي مورد استفاده، هاي آبها، در کنار ویژگیدوستی پروتئیندوگانهلازم به ذکر است که ساختار د. یابنصمغ عربی تجمع می

ها نیز عامل مهمی در ها است. علاوه بر وزن مولکولی، بار الکتریکی سطحی پروتئینبندي در این سیستمي رفتار پارتیشنکنندهتعیین
هاي باردار اسیدهاي آمینه سطح پروتئین و ماندهاتیک بین باقیهاي الکترواستکنششود. برهمها بین فازها محسوب میمهاجرت آن

ها بین دو ي درگیر در تقسیم پروتئینپلیمرهاي فازي نیز نقش کلیدي در رفتار استخراج دارند. با این حال، درک دقیق از نیروهاي محرکه
 .(S. Dreyer et al., 2009) طور کامل حاصل نشده استفاز همچنان به

 
دو فازی سیستم  نهیبه طیدر شرا یسازخالص الف( استخراج در آب مقطر؛ ب( استخراج و .هانی( پروتئSDS-PAGE) الگوی الکتروفورز .8شکل 

 آبی

 
پپتیدها با تهیه شد که در آن، میزان حضور پلی 9هاي پروتئینی، نمودار شکل ي توزیع فراکسیونتر نحوهمنظور بررسی دقیقبه

پپتیدهاي با وزن ن، پلیهاي پیشیصورت مجزا نمایش داده شده است. مطابق با یافتهجداشده بههاي مولکولی مختلف در فازهاي وزن
پپتیدهاي با وزن مولکولی متوسط پپتیدهاي با وزن بالاتر به فاز پایین مهاجرت کردند. با این حال، پلیمولکولی پایین عمدتا  به فاز بالا و پلی

پپتیدها، تغییرات ساختاري رسد که در این دسته از پلینظر میهر دو فاز بالا و پایین پراکنده بودند. به کیلو دالتون( در ۶0تا  35)در محدوده 
بندي پارتیشنت. ها میان فازها شده اسهاي جانبی در طی فرآیند استخراج موجب کاهش آبدوستی و در نتیجه تقسیم نسبی آنزنجیره

افتد، تحت تأثیر عواملی چون وزن مولکولی، پروتئین بوده و تنها در شرایط غلظت پایین اتفاق میها، که مستقل از غلظت کلی واقعی پروتئین
هاي بالاتر پروتئین، معمولا  تجمع و ها قرار دارد. در غلظتهاي الکترواستاتیکی بین پلیمرها و پروتئینکنشبار سطحی، آبدوستی، و برهم

شده در هر فاز در تعادل قرار دارد. اگرچه روند مشخصی از تأثیر وزن هاي حلد که با پروتئینشوي بین دو فاز مشاهده میرسوب در ناحیه
 غنی از) به تقسیم در فاز پایینیهاي با وزن بالاتر ، تمایل پروتئینPEG-هاي دکسترانبندي یافت نشد، اما در سیستممولکولی بر پارتیشن

PEG)گزارش شده است (Asenjo & Andrews, 2011) .يمطالعه Li et al. (2016)  با نشان داد که پس از استخراج خون گوساله
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تائین یافت شد. همچنین باندهایی کیلو دالتون( عمدتا  در فاز بالایی غنی از حلال یوتکتیک مبتنی بر ب ۶۶، آلبومین سرم )ATPS سیستم
-Xin ي دیگري،در مطالعه. تشخیص بودکه فاز پایین فاقد باندهاي قابلکیلو دالتون نیز در این فاز مشاهده شد، در حالی 28و  15با وزن 

Ying et al. (2012) هاي با فراوانی بالا در سرم انسانی را در دو فازتوزیع پروتئین PEG  و نمک بررسی کردند و مشاهده شد که فاز
 S. Dreyer etيدر مطالعه .دکیلو دالتون( در این فاز تأیید گردی 5۶پایین داراي محتواي پروتئینی بیشتري است و وجود آلبومین انسانی )

al. (2009)  هاي یونی ارائه شدمبتنی بر محلول دو فازي آبیشده از فاز بالایی سیستم هاي پروتئینی استخراجفورز نمونهالگوهاي الکترو. 
ازي ترتیب به زیرواحدهاي اسیدي و باحتمال زیاد بهکیلو دالتون، به 19–29و  38–44پپتیدي با وزن مولکولی در حدود زیرواحدهاي پلی

 Ruan et al., 2020; Shevkani et al., 2015; Sirtori et) شوندهاي لگومین، نسبت داده میتئینگلیسینین، یکی از اجزاي اصلی پرو

al., Isak, 2012) .ترتیب قابل انتساب به ویسیلین و کیلو دالتون به 70و  50پپتیدي با وزن تقریبی بر این، زیرواحدهاي پلی افزون
 Singh. (Shevkani et al., 2015) شوندهاي بقولات محسوب میاي در دانههاي ذخیرهکنویسلین هستند که از اجزاي عمده پروتئین

and Kaur (2019) ترتیب کیلو دالتون، به 122تا  11/5کیلو دالتون و  120تا  12پپتیدها با وزن مولکولی در محدوده گزارش کردند که پلی
ت که نمک، مشاهده شده اس-PEG هايدر اغلب سیستم .هاي محلول در نمک( مطابقت دارندهاي آلبومین و گلوبولین )پروتئینبا بخش

قابلیت ادغام مراحل  (ATPS) دو فازي آبیهاي پروتئین ذرت تمایل به مهاجرت به فاز پایینی دارد. این مطالعات تأکید دارند که سیستم
 . (Gu & Glatz, 2007) کننداستخراج و جداسازي را در یک فرآیند واحد فراهم می

 

 
 

 
 الف( استخراج در آب مقطر؛ ب( استخراج و .image Jدست آمده با استفاده از برنامه به( SDS-PAGE)پپتیدهای ژل الکتروفورز مقادیر پلی .9شکل 

 دو فازی آبیسیستم  نهیبه طیدر شرا یسازخالص

 

 گیری و پیشنهادهانتیجه
ها و pH در (Lathyrus rotundifolius) و نیشی (Lathyrus sativus) هاي گیاهی خلرپروتئین از دانهدر این مطالعه، قابلیت استخراج 
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مورد بررسی قرار گرفت. نتایج  (ATPS) دو فازي آبیهاي و همچنین با استفاده از سیستم (NaCl) هاي مختلف نمک کلرید سدیمغلظت
)نقطه ایزوالکتریک( مشاهده شد. افزودن  4حدود  pH دو نمونه در آب مقطر و درنشان داد که کمترین قابلیت استخراج پروتئین در هر 

 1که در غلظت باقی ماند، در حالی pH 4 مولار( نیز تغییري در این روند ایجاد نکرد و کمترین استخراج همچنان در ۶/0و  2/0نمک )

 38/12±39/0ترتیب برابر با شده در آب مقطر، بهپروتئین استخراج منتقل شد. بیشترین مقدار 5/2برابر  pH مولار نمک، حداقل استخراج به

و غلظت  5/8برابر  pH در استخراج بیشترین نمکی، هايمحلول در. آمد دستبه نیشی و خلر براي تریل یلیگرم در م یلمی 88/12±13/0 و
هاي نمکی موجب بهبود در مجموع، استفاده از محلولآمده از آب مقطر بیشتر بود. دستمولار نمک حاصل شد، اما همچنان مقادیر به 1

و صمغ عربی  (PEG 4000) اتیلن گلیکولمبتنی بر پلی دو فازي آبیدر ادامه، سیستم . معناداري در بازده استخراج نسبت به آب مقطر نشد
پایین تجمع یافتند و سیستم توانست راندمانی ترتیب در فازهاي بالا و و صمغ عربی به PEG کار گرفته شد. نتایج نشان داد کهطراحی و به
، یک درصد صمغ عربی، PEG درصد 20هاي خلر و نیشی ارائه دهد. شرایط بهینه شامل درصد براي استخراج پروتئین از دانه ۶3در حدود 

ان دادند که زیرواحدهاي نش (SDS-PAGE) هاي الکتروفورزبود. پروفایل 25 ℃ و دماي 1:10، نسبت جامد به مایع 50اندازه ذرات مش 
کیلو دالتون( به  50کیلو دالتون( عمدتا  به فاز بالایی و زیرواحدهاي با وزن بالاتر )بیش از  25تر )کمتر از پایینپپتیدي با وزن مولکولی پلی

 19و براي نیشی در محدوده  کیلو دالتون 140تا  18فاز پایینی مهاجرت کردند. الگوهاي الکتروفورز براي خلر شامل باندهایی در محدوده 
-PEGمبتنی بر دو فازي آبیهاي دهد. این نتایج نشان داد که سیستمها را نشان میکیلو دالتون بود که تنوع مناسبی از پروتئین 120تا 

ها از جمله پروتئینفعال سازگار براي استخراج و جداسازي ترکیبات زیستعنوان روشی سریع، سبز، کارآمد و زیستتوانند بهصمغ عربی می
 .مورد استفاده قرار گیرند

سازگار بیشتري از جمله پلیمرهاي هاي پلیمري زیستشود در مطالعات آینده از ترکیبهاي این پژوهش، پیشنهاد میبا توجه به یافته
هاي مختلف نظیر و غلظت نمک پذیري سیستم استفاده شود. همچنین بررسی تأثیر نوعطبیعی مانند اینولین یا پکتین براي بهبود زیست

شده، از جمله ارزیابی هاي استخراجتر پروتئینتواند مفید باشد. آنالیز ساختاري و عملکردي دقیقها بر رفتار استخراج میها یا سولفاتفسفات
پذیر براي ن، توسعه فرآیند مقیاسشود. علاوه بر ایفعالیت بیولوژیکی و پایداري حرارتی، براي کاربرد در صنایع غذایی و دارویی توصیه می

تواند منجر به افزایش خلوص و کارایی جداسازي هاي غشایی مانند اولترافیلتراسیون، میاستفاده صنعتی از این روش و ادغام آن با فناوري
بودن صرفهبهداري و مقرونتواند در تعیین پایهاي متداول نیز میگردد. تحلیل اقتصادي و ارزیابی چرخه عمر این فناوري نسبت به روش

 د.آن در مقیاس صنعتی نقش مؤثري ایفا کن

 منابع
پایان نامه کارشناسی . هاي دوفازي شامل پلی اتیلن گلیکولي سیستموسیلهبررسی تئوري و تجربی استخراج پروتئین آلبومین به. (1391)ائزه سبوحی، ف

 ، دانشکده علوم پایه.دانشگاه اراک. ارک: ننژادسلیما و مشاوره محمد بتلاص لیرضاعراهنمایی  بهارشد. 

به  ه دکتري.رسال. دار شدهمدلسازي استخراج ترکیبات آنتوسیانینی از زرشک و رهایش کنترل شده آنتوسیانین هاي پوشینه. (1397) یناهمایونفال، م
 ، دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی.دانشگاه تهرانکرج:  .عسگري غلامرضاکیانی،  و مشاوره حسین ابراهیمزاده موسويراهنمایی محمدعلی 
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